UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

TRABAJO MONOGRAFICO DE ACTUALIZACION

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA LA
IDENTIFICACION Y ANALISIS DE VIRUS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTA
JESUS ALBERTO NEQUIS GONZALEZ

CDMX ANO 2023

-



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: DIMITROVA DINKOVA TZVETANKA
VOCAL: Profesor: TIRADO MENDOZA GABRIELA
SECRETARIO: Profesor: HUGO GILDARDO CASTELAN SANCHEZ
ler. SUPLENTE: Profesor: MEDINA FRANCO JOSE LUIS

2° SUPLENTE: Profesor: TORRES FLORES ALEJANDRO

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Grupo de GenGmicay Dinamica Evolutiva de Microorganismos
Emergentes; Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Techologias
(CONAHCYT).

ASESOR DEL TEMA:

HUGO GILDARDO CASTELAN SANCHEZ

SUPERVISOR TECNICO:
GAMALIEL LOPEZ LEAL

SUSTENTANTE:
JESUS ALBERTO NEQUIS GONZALEZ



AGRADECIMIENTOS

A mi hijo, Marcelo Nicolai Nequis, que en todo momento estuvo, esta y estara
conmigo, €l siempre serd mi motivo para superarme dia a dia

A mis papas, por apoyarme en toda mi carrera universitaria y forjarme como todo un
profesionista

“Porque al hombre que le agrada, Dios le da sabiduria, ciencia y gozo; mas al

pecador da el trabajo de recoger y amontonar, para darlo al que agrada a Dios.
También esto es vanidad y afliccion de espiritu.”

Eclesiastés 2:26



INDICE

INTRODUGCCION ......ooiiiiitiite ittt ettt ettt ettt ettt ettt et et e st et e st e st et essebesbeste st enseseare e 1
(O] ] I Y 1 PP PPPTTTT 2
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 3

Capitulo 1. Definicién de bioinforméticay su aplicacion en la identificacion de virus . 4

1.2. Importancia de la identificacion de virus en la investigacion médicay la salud

publica 4
Capitulo 2. Técnicas de laboratorio tradicionales para la identificacion de virus y
0ENETAlIAATES U VITUS ...eiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 5
2. 1.1 CUIIVO CRIUIAT . 5
2.1.2. MiCroSCOPIA EIECIIONICA ..uuviieiiiiie ettt e e 10
2.1.3. Microscopia de flUOrESCENCIA ..uuuuiii i e e 10
P 1= o] Lo Yo | - VTP PUP TP PPPPPPPP 11
2.1.5. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)..........ccccceeeeeieeeiiiiiiiiiiie e, 11
2.1.6. SECUENCIACION B SANGEN ....cceeeiiiiee e e e e e rr s 13
2.1.7. SECUENCIACION MASIVA .ciiiiiiii e e e ee e e e e e e e e e e e aaaaaas 14
2.1.8. GeNeralidades U VITUS ...cccoie oo 16
2.1.9. EStruCtura y fUNCION ..oooiiiiiiieeiiee ettt 16
b2 0 0 T o T £ ] Lo T | - VSRRSO 17
2.1.11. Composicion quimicay modo de replicacCion ..........ccoeeviiiiiiiiiieeieee e 17
P2 I 2 o T 4 =T g o = U - TR 18
Capitulo 3. Bases de datoS € VIFUS ....cccuuuiiiiiiiieeeeiiiiiieeee ettt a e e e e 19
3.1. Comité internacional sobre la taxonomia de los virus (International Committe
on Taxonomy of Viruses: ICTV) 19
3.2. Viralzone 20
3.3. Recurso de andlisis y base de datos de patdgenos de virus 26
3.4. Virus-Host Data Base 27
3.5 Viral Host Range database 29
3.6. Genomas Virales del Centro Nacional de Biotecnologia e Informacion (NCBI) 30
3.7. Base de datos de metagendmas virales IMG/VR 31
3.8. Base de datos de virus de plantas 34

Capitulo 4. Herramientas bioinformaticas para la identificacién de virus a partir de
(1= E=To [T aTo] o 0 =T PSPPSR 35

4.1. Importancia de la identificacion de virus en metagenomas 35

4.2. Desafios en la identificacion de virus en metagenomas 35

4.3. Ensambles de genomas virales y recuperacion a partir de ensambles 36



4.4. Herramientas basadas en homologia

4.5. Herramientas basadas en maquinas de aprendizaje

4.6. Tuberias (Pipelines) para la identificacion de virus

Capitulo 5. Anédlisis filogenético y evolucion molecular............cccuvvvieiiiiiiiiiiiiiiieeeenn,

5.1. Métodos de alineacién de secuencias

5.2. Construccién de arboles filogenéticos

5.3. Métodos para el analisis de recombinacién

5.4. Métodos para el andlisis de seleccidn natural

5.5. Métodos para andlisis de coevolucion

Capitulo 6. Herramientas especializadas para la Busqueda de hospederos virales....
Capitulo 7. CRISPR-CAS Y VIlUS ...eiiiiiieiiiiiiiiiiite ettt ettt a et e e

Capitulo 8. Herramientas de prediccion de estructura viral ............ccooovvviiiiinneeenininnn,

8.1. Modelado de proteinas y estructuras virales

8.2. Docking molecular

8.3. Prediccion de interacciones proteina-proteina

CONCLUSIONES ...t e et e e e e et e e e r e e e e e e e e eennren s
PERSPECTIVAS L. et e e
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt ete et eaeane e



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Las diferencias de funcién bioldgica y caracteristicas celulares en sistemas 2D y 3D

............................................................................................................................................. 8
Tabla 2. Ventajas y desventajas de los diversos métodos de deteccion y aplicacion. ........... 9
Tabla 3. Clasificacion de Baltimore. ... 16
Tabla 4. Enfoques actuales para la deteccidn y caracterizacion de Virus ............ccccceeeeenenn.. 31
Tabla 5. Descripcion general de las herramientas de deteccién de fagos metagenémicos
010 o] 1=V =TSP 43
Tabla 6. Descripcion de las bases de datos de proteinas utilizadas para la anotacién
funcional de 10S ORF PrediChOs ........vvviiii i e 48
Tabla 7. Comparacién de las herramientas para la clasificacion taxonémica de datos
MetagenOmiCOS A€ TAQOS .......ouvuiii et e e 50

Tabla 8. Sitios de orientacién de CRISPR-Cas9 en diferentes infecciones virales. Aplicar la
tecnologia CRISPR-Cas9 para apuntar a los genomas de virus y encontrar vias de
sefalizacién que estén involucradas en las infecciones de Virus ..........ccccceeeeeeieeeecceviiinnnnnn. 71



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquemas de diversos tipoS € VIFUS ......ciiieeeiiiieiiiiiiiieeeee e 18
Figura 2. Esquematizacion A de la herramienta ViralZone ... 21
Figura 3. Esquematizacion B de la herramienta ViralZone..........ccccccoeviiieiiiiiiiiiii e, 21
Figura 4. Esquematizacion C de la herramienta ViralZone.............ccccccceeiiiiiiiiiiiiniieens 22
Figura 5. Esquematizacion D de la herramienta ViralZone............ccccooeieeeiiiiiiiiiien e, 22
Figura 6. Esquematizacion E de la herramienta ViralZone...........cccceevviieiiiiiiiiiiiiiiieeees 23
Figura 7. Esquematizacion F de la herramienta ViralZone ............ccccooeieeeiiiiiiiiiiii e, 23
Figura 8. Esquematizacion G de la herramienta ViralZone............ccccooeieeeiiiiiiiiiiin e, 24
Figura 9. Esquematizacion de la herramienta ViralZone ............cccoueeeviiiiiiiiiiiiiiiiieeee 24
Figura 10. Esquematizacion de los mecanismos del Ebolavirus y el Herpesvirus................ 25
Figura 11. Contenido de G + C viral y genémico del huésped............cccccoeviiiiiiiiiiiiiiieennnns 28
Figura 12. Evaluacion de la previsibilidad del rango de huéspedes............cccccvviieeeieeennninnn, 29
........................................................................................................................................... 29
Figura 13. Composicién de IMG/VR v4 con respecto al origen de UVIiG ..........ccccoeeeeeeennn, 38

Figura 14 Diagrama de flujo de VirFiNd...........ooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 45



INTRODUCCION

Los virus son entidades bioldgicas abundantes en la biosfera, capaces de infectar una
amplia variedad de grupos poblacionales. Estos agentes microscopicos tienen la
capacidad desencadenar una diversidad de enfermedades, debido a que su
patogenicidad incluye cuadros entéricos, o enfermedades exantematicas como lo son
la varicela o sarampion, también pueden causar enfermedades localizadas y
sistematicas que van acompafadas de sintomas leves como lo son fiebre o
escalofrios hasta sintomas graves, ademas de iniciar brotes locales, epidemias e
incluso pandemias. Una de las caracteristicas distintivas de los virus es su alta tasa
de mutacion, lo que, combinado con el crecimiento exponencial de la poblacion
humana, aumenta el riesgo de zoonosis y provoca brotes de manera mas frecuente.
En la actualidad, la necesidad de estudiar a los virus desde una perspectiva genémica
se hace cada vez mas apremiante. Este trabajo tiene como objetivo presentar y
conceptualizar diversas bases de datos y herramientas bioinformaticas para el
analisis y caracterizacion de los virus de eucariontes y procariontes. El enfoque
gendmico permite obtener una vision mas completa de la evolucién de los virus y su

interaccion con hospederos.

La informacién gendmica de los virus es valiosa para entender cdmo surgen nuevas
variantes, como se propagan y cOmo interacttan con diferentes huéspedes. La
bioinformatica, como disciplina que combina la biologia y la informatica, se convierte
en una aliada indispensable para procesar, analizar y extraer conocimiento de los

grandes volumenes de datos generados a partir de secuencias gendémicas virales.

El acceso a bases de datos confiables y actualizadas y el acceso a herramientas
bioinformaticas avanzadas permitiran a los investigadores y profesionales de la salud
prepararse mejor para los desafios que plantean los nuevos virus. Comprender las
poblaciones virales y su dindmica es fundamental para desarrollar estrategias
efectivas de prevencion y control para proteger la salud publica en un mundo donde

las enfermedades infecciosas siguen siendo una amenaza constante.



OBJETIVOS

Revisar informacion disponible acerca de las diversas bases de datos y
herramientas bioinformaticas en articulos cientificos publicados para el analisis
de virus.

Conceptualizar técnicas tradicionales para la identificacion de virus

Visualizar y comprender diversas bases de datos para la identificacion de virus
actuales y emergentes

Contribuir a la comprension de herramientas bioinformaticas con el uso de

metagenomas y establecer su importancia en la sociedad actual



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La identificacién de virus, a partir de métodos tradicionales y metagendémicos sigue
siento un reto, y surgen varios desafios y problematicas que requieren ser abordados
mediante del desarrollo de nuevas herramientas bioinforméticas y con herramientas

disponibles.

Las técnicas de laboratorio clasicas para identificar y caracterizar virus presentan
limitaciones, como la necesidad de cultivo previo del virus, la especificidad y
sensibilidad limitadas, y el tiempo requerido para obtener resultados. Estas
limitaciones pueden retrasar la deteccion temprana de nuevos brotes y afectar la toma

de decisiones en salud publica.

Ademas, la informacion genética y epidemiolégica de los virus es vasta y compleja, 1o
gue dificulta su analisis e interpretacion sin el uso de herramientas bioinformaticas
adecuadas. La cantidad de secuencias genomicas disponibles y la necesidad de

integrar multiples fuentes de datos requieren soluciones bioinforméticas eficientes.

Existen diversas bases de datos que contienen informacion relevante sobre virus,
pero acceder y gestionar adecuadamente esta informacion puede ser complicado
para los investigadores y profesionales de la salud. La falta de una estructura
integrada y de facil acceso puede dificultar la obtencion de datos relevantes.

El problema central radica en la necesidad de contar con soluciones bioinformaticas
efectivas y actualizadas que permitan identificar, analizar y comprender rapidamente
la diversidad de virus de eucariontes y procariontes emergentes y actuales, gestionar
la informacion de bases de datos de manera eficiente y contribuir a una mejor toma

de decisiones para enfrentar brotes epidémicos en la sociedad actual.



Capitulo 1. Definicién de bioinformética y su aplicacion en la identificacion de
virus

La bioinformética es una disciplina cientifica que desarrolla programas, bases de
datos, algoritmos y métodos computacionales, que son incorporados en sistemas,
flujos de trabajo y diversas estrategias de investigacion con el objeto de estudiar y
comprender los sistemas bioldgicos!, desempefia un papel fundamental en la
identificacion de los virus, permitiendo una comprensién mas profunda de su
diversidad, evolucién y patogénesis. Ademas, facilita el desarrollo de estrategias de
diagndstico, prevencion y control de enfermedades virales!. Actualmente, se estima
que la virosfera tiene una cantidad de 103! de virus y con una mutaciéon continua
gracias a su diversidad gendémica, por lo que la forma mas prometedora, eficaz y
rapida de enferntarlos es con el uso de herramientas computacionales como la
bioinformética para identificar secuencias virales y sus elementos funcionales

codificados para predecir y anotar sus comparar sus funciones.?

1.2. Importancia de la identificacién de virus en la investigacion médica y la

salud publica

A la hora de controlar los brotes de virus es importante conocer y aprender de
sus origenes, siendo un primer paso aislarlos para su caracterizacion. Una
problemética a nivel mundial son los virus emergentes y reemergentes debido a los
brotes epidémicos que estos causan, por lo que una caracterizacion temprana es de
vital importancia para su control. Los virus tienen una rapida evolucion y son capaces
de ocasionar pandemias, como el SARS-CoV-2, por lo tanto, es de suma importancia
explorar y conocer la diversidad de los virus, puesto que se estima que 1.67 millones
de virus aun desconocidos circulan en animales con una capacidad de transmision

zoonatica a los humanos.3

Dado esto, la epidemiologia es un tema sustancial dentro de este ambito, ya que la
epidemiologia es el estudio de la distribucion, dinamica y determinantes de brotes
pandémicos, ya que uno de los papeles de la epidemiologia es conocer la situaciéon
de salud en diferentes grupos de poblacion, sus determinantes y sus tendencias,

identificando los problemas de salud prioritarios en la poblacion, realizando la



vigilancia epidemioldgica de enfermedades y otros problemas determinantes de la

situacion de salud.?

La vigilancia gendmica proporciona una compresion mas clara de los patdgenos, su
evolucion y circulacion con ayuda de datos clinicos, epidemioldgicos y otras fuentes
variadas, en brotes emergentes de virus con potencial para crear pandemias. Es
importante aclarar que la vigilancia gendmica es fundamental para poder monitorear
posibles epidemias emergentes, como el caso mas reciente por COVID-19, ya que se
hizo un seguimiento de la propagacion de las variantes y se monitorearon los cambios
en el cédigo genético de las variantes del SARS-CoV-2. En forma conjunta, esta
informacion se utiliza para comprender mejor como las variantes pueden afectar a la
salud publica. Por lo que la secuenciacién gendmica se utiliza cada vez mas en la
investigacion ya que es una tecnologia que permite conocer y descifrar el cédigo
genético que tienen todos los virus, es importante enfocarnos en ese cédigo ya que
contiene informacién imprescindible para su desarrollo y funcionamiento. En los
ultimos afios, ha cobrado fuerza en incorporar capacidades de secuenciacion
genOmica a nivel de pais e integrarse con otros sistemas de vigilancia de
enfermedades para garantizar que la vigilancia genémica pueda convertirse en parte

de la programacion nacional de salud publica.®

Capitulo 2. Técnicas de laboratorio tradicionales para la identificacion de virus
y generalidades de virus

Para tener un control efectivo sobre las pandemias futuras, es fundamental
emplear técnicas de laboratorio que permitan un diagndstico preciso. Esto se debe a
gue los virus conocidos transmitidos por zoonosis generalmente pueden ser
estudiados utilizando cultivos celulares y/o modelos animales de experimentacion.®
Por lo que a continuacion se describen los métodos tradiciones para investigar a los

Virus.

2.1.1. Cultivo celular

Un cultivo celular es un modelo in vitro de las células que pueden crecer y
mantenerse en suspensiéon o monocapa en condiciones especiales, en un medio
sintético y éptimo, simulando las condiciones del crecimiento in vivo, se conocen dos

tipos de cultivo celular:’



e Cultivo primario

Es un cultivo inicial de células que son tomados directamente de los organismos
recién sacrificados con un cariotipo idéntico al original, suele tener una vida Gtil de 7

dias en promedio
e Linea celular

Provienen de un cultivo primario que fue sometido a procesos anteriormente donde
se le confieren una capacidad ilimitada de multiplicaciéon o poseen origen tumoral,
suelen tener presencia de uno 0 mas cromosomas supernumerarios, o ausencia de
cromosomas que lleva a desequilibrio en la dotacibn cromosémica (aneuploides),

proliferan de forma ilimitada.’

Estos cultivos son un estandar de oro para el aislamiento de virus, se desarrollan a
partir de tejido y posteriormente se disgregan con 2 métodos principalmente para
poder extraer las células adecuadas para el aislamiento del virus, observandose un

cambio celular en la monocapa:

e Meétodos mecanicos: Consiste en desprender las células del tejido por medios
fisicos con ayuda de instrumentos como pinzas, morteros, bisturi, entre otros,
por el paso forzado del tejido a través de mallas

e Enzimaticos: Este método se recomienda para disminuir el dafio que ocurre

cuando se utiliza disgregacion mecanica

Los cambios en las células de la monocapa indican la presencia de virus. Estos
cambios en el cultivo celular se definen como el efecto citopéatico (ECP), que se debe
a la presencia del virus, en la mayoria de los casos, el ECP aparece después de 5 a

10 dias de incubacion.®

Recordemos que el aislamiento viral es un método auxiliar e indicativo para la
presencia presuntiva viral. Durante muchos afios, han proporcionado un entorno
deseable para la deteccion e identificacion de muchos patdgenos virales humanos.
Los métodos moleculares y otros como la deteccidén de antigenos virales, no requieren
el largo periodo de incubacién necesario para el aislamiento viral en cultivos celulares,

pueden requerir menos experiencia técnica y son utiles para virus que no proliferan



en cultivos celulares estdndar. La principal ventaja del enfoque de cultivo celular
tradicional es la capacidad de aislar una amplia variedad de virus.®

Ultimamente los modelos de cultivo tridimensionales (3D), han sido notablemente mas
sobresalientes ya que son una mejora sobre los cultivos en 2D en monocapa, en estos
modelos, los cultivos celulares son inadecuadas representaciones de un
microambiente, los cuales a menudo los hace predictores poco confiables in vivo de

la eficacia y toxicidad de farmacos in vivo.

Los modelos 3D o esferoides 3D se asemejan mas al tejido in vivo en términos
de comunicacién celular y el desarrollo de matrices extracelulares. Estas matrices
ayudan a las células para sean capaces de moverse dentro de un esferoide similar a

la manera en que la célula se moveria en un tejido vivo.

Los esferoides son asi modelos mejorados para la migracion celular, diferenciacion
celular, supervivencia y crecimiento diferenciacion, ademas, los cultivos celulares en
3D proporcionan una representacion mas exacta de la polarizacion celular 3D ya que
en 2D, las células solo pueden ser polarizadas parcialmente, de igual manera, se evita
usar los modelos animales, ya que estos modelos son relativamente mas costosos y
su uso ha tenido cuestiones éticas, ya que usualmente se usan estos modelos
animales para proporcionar un sistema de modelo de células in vivo que contribuye a
la comprensién tanto de la interaccion virus-huésped como de los mecanismos
fundamentales de los virus humanos como promover el desarrollo de medicamentos

antivirales.

Las células cultivadas en una matriz 3D pueden reproducir adecuadamente la funcién
de los tejidos 3D e imitar las interacciones célula-célula y célula-matriz in vivo. Los
sistemas de cultivo 3D se han disefiado para permitir la investigacion de patégenos

infecciosos, como virus humanos, bacterias y parasitos.

En la tabla 1 se comparan los modelos 2D y 3D en cuanto a funcion y caracteristicas

celulares. Estos modelos tienen un papel invaluable en la virologia actual.1°



Tabla 1. Las diferencias de funcion biolégica y caracteristicas celulares en sistemas
2Dy 3D

Caracteristicas/funcién celular Modelo 2D Modelo 3D
Forma de la celda Una sola capa Mdiltiples capas
Morfologia Células planas y estiradas en De estructuras
De estructuras forma de lamina en monocapa agregadas/esferoidales

agregadas/esferoidales

Polaridad Polarizacién parcial Representacién mas precisa de la
polarizacion celular
Rigidez Rigidez alta Rigidez baja
Migracion Un solo mecanismo Diversas estrategias de migracion
celular

Adherencias Representar etapas exageradas  Genera adherencias comparables

de dindmica in vivo con la adherencia 3D in vivo

Proliferacion Células tumorales crecidas en Similar a la situacion in vivo

monocapa mas rapido que en
esferoides 3D

Expresion génica/expresion de A menudo muestran niveles Expresion de genes y proteinas in
proteinas diferenciales de genes/proteinas vivo para estar presente en
en comparacion con los modelos modelos 3D
in vivo

He, B.; Chen, G.; Zeng, Y. Three-Dimensional Cell Culture Models for Investigating Human Viruses. Virol. Sin. 2016, 31 (5), 363-379.
https://doi.org/10.1007/s12250-016-3889-z.

Para una oportuna respuesta frente epidemias y pandemias futuras es necesario la
deteccidn pronta de agentes aislados de muestras clinicas y de pacientes de estudios,
hoy en dia se conocen los métodos de deteccion asociados con Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), tecnologias CRISPR/Cas (en inglés: Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats, en espafiol: repeticiones palindrémicas
cortas agrupadas y regularmente interespaciadas, la secuenciacion de siguiente
generacion (NGS), inmunoensayos y ensayos basados en células, sin embargo
algunos enfoques permiten que solo haya deteccion de acidos nucleicos o proteinas

virales, o la deteccién de particulas virales viables.

Es por ello que el método SHERLOK (Desbloqueo de reportero enziméatico especifico
de alta sensibilidad) de desarrollo, que aumenta la efectividad y cantidad de genomas
virales en relacion con los genomas del huésped, esta herramienta de deteccion de
acidos nucleicos con alta sensibilidad implica la amplificacion del material del genoma
viral y la escision indirecta de las sondas de ARN marcadas con fluorescencia por la
proteina Casl13, lo que permite la cuantificacién del material viral en la muestra. La
sensibilidad de este meétodo resulta del hecho de que incluso cantidades
insignificantes de &cidos nucleicos virales del material biolégico se someten a
amplificacion de polimerasa de recombinasa (RPA), con un paso adicional de

transcripcion inversa para la deteccién de virus de ARN. Las copias de ADN

8


https://doi.org/10.1007/s12250-016-3889-z

amplificadas de los virus se vuelven a convertir en ARN utilizando la ARN polimerasa
T7 dependiente de ADN. Posteriormente, utilizando el ARN gendémico gARN, la
proteina Casl13 reconoce las secuencias de nucleodtidos virales, lo que conduce al
corte colateral de los nucledtidos marcados, lo que permite la determinacion

cuantitativa del contenido viral en las muestras.

Las propiedades de este reportero deben ser muy especificas del virus para permitir
gue los investigadores detecten especificamente el virus de interés. Existen diferentes
principios para la deteccién de diferentes virus dependiendo de su estructura
genomica y ciclo de replicacion. La transactivacion de estructuras virales en los
vectores de algunos virus de ARN puede ocurrir a través de la infeccion de proteinas

virales.11

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los diversos métodos de deteccion y aplicacion.

Detecci6n de &cido nucleico viral;
resultados falsos positivos, dificultad
para detectar virus con genomas muy

Deteccion rapida, barata y altamente variables; la deteccién de solo virus
sensible conocidos requiere el conocimiento de
la secuencia de nucledtidos; para
diferenciar entre virus infecciosos y no
infecciosos
Deteccién de genoma viral; deteccion
de solo virus conocidos, requiere el
conocimiento de la secuencia de

Basado en amplificacion
Deteccién
rapida de virus
conocidos con
porciones
invariables Métodos relacionados con el uso Se puede usar en el campo, tiempo
conacidas del relativamente corto para obtener

genoma de CRISPR/Cas resultados, alta sensibilidad

nucleétidos
Deteccion de Se pueden utilizar muchos tipos de
roteinas T muestras (sangre, liquido Requiere conocimiento de la secuencia
e/irales y RN ST cefalorraqui((ieo,%rina,qlavado I de nucleétidos del virus.
acidos broncoalveolar, etc.)
nucleicos Dificultad para identificar virus de ARN
en muestras de pacientes debido a
P . etapas adicionales de preparacion de la
disminucion en la proporcién de ARN
viral a ARN del huésped. Dificultades en
el procesamiento de datos
Deteccién
::%pr:giiggsvgg: (detelprm:gggzstz)r/gg‘ta de Para las proteinas, la capacidad de PT‘?bab"'da‘.’ g resu!tados fElisies
proteinas proteinas virales y determinacion detectar una exposicion previa posm_v 0S posmlﬁ reacnwdald (_:ruzada
v indirecta de IgG & IgM) con virus estrechamente relacionados
conocidas
El principal problema es el largo periodo
de tiempo (hasta varias semanas)
requerido para que un resultado esté
Enfoque basado en células con dispp,nible. Los cultivos c_elulares
deteccion de EPC tambl_en son muy sqsceptlbles a Ia_\
contaminacion bacteriana y sustancias
Enfoque Determinacion de particulas virales en téxicas en la muestra clinica de virus.
Deteccién de basado en material clinico, estudiando su Ademas, muchos virus no crecerén en
particulas células con patogenicidad y mecanismos de cultivos celulares (virus de Epstein-Barr,
virales activas deteccion de transmisién. Deteccién de virus con hepatitis B, hepatitis C, parvovirus, etc.)
CPE un genoma muy variable

Es necesario desarrollar diferentes
enfoques para estudiar virus
especificos. Adecuado para virus con
genomas anotados

Reportero basado en celdas

Dolskiy, A. A.; Grishchenko, I. V.; Yudkin, D. V. Cell Cultures for Virology: Usability, Advantages, and Prospects. Int. J. Mol. Sci.
2020, 21 (21), 1-23. https://doi.org/10.3390/ijms21217978
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2.1.2. Microscopia electronica

El uso de la microscopia electronica en un diagndéstico para la deteccion de un
virus, suele ser muy util, ya que es posible obtener un analisis rapido y preciso en una
gran cantidad de moléculas, esta microscopia es sensible a particulas virales
infecciosas y no infecciosas, sin embargo, no es un método convencional ya que suele
ser demasiado costoso y lamentablemente no todos los laboratorios no tienen la
disponibilidad de contar con este tipo de equipo, ademas para realizar la identificacion
mas alla de la morfologia se requiere de una prueba basada en anticuerpos para

identificar el virus.

Dentro de la microscopia electrénica se encuentran varios tipos, como lo son la tincién
negativa, siendo la mas eficaz para la visualizacion de las particulas de virus debido
a su simplicidad, rapidez y alta resolucion. A su vez hay métodos para potenciar la
visualizacién del virus, donde son la ultracentrifugacién que se usa para concentrar
las particulas de virus, la microscopia electronica inmunolédgica, donde su uso se
enfoca mas en el inmunodiagnostico rapido de la infeccion por el virus, aunque
también se usa para potenciar la visualizacion de las particulas del virus, por ultimo
estan las “Thin Sectioning”, o Ultramicrotomia que a pesar de que sea un método
menos rapido, da un testeo mas confiable, especificamente cuando la estructura del
virus no es distintiva por tincién negativa, aunque su mayor desventaja es que se
necesita mas tiempo para la preparacion de la muestra y que se necesita a un

personal capacitado.?

2.1.3. Microscopia de fluorescencia

En esta técnica la molécula fluorescente se une covalentemente a una
inmunoglobulina que se produce contra una proteina especifica algunas sustancias
tienen la propiedad de luminiscencia. Emiten luz de un color cuando se exponen a la
luz de un color diferente. Si la emisién de luz ocurre dentro de una millonésima de
segundo de exposicion a la luz, la luminiscencia es fluorescencia. Si la emision de luz
tarda mas que esto, la luminiscencia es fosforescencia. El color de la luz emitida tiene

una longitud de onda mas larga que el color de la luz excitante.*®

El desarrollo de microscopios para la deteccion de particulas virales de tamafo

nanométrico hasta hoy en dia se sigue perfeccionando, debido a las limitaciones
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fisicas en la éptica. Si bien las aplicaciones iniciales de la microscopia en virologia
se basaron predominantemente en microscopia electrénica, los campos de la biologia
celulary del desarrollo estuvieron fuertemente influenciados por la microscopia 6ptica.
La microscopia Optica abarca modalidades de formacion de imagenes que utilizan el
espectro de la luz visible. Los productos quimicos pequefios o las proteinas
transgénicas expresadas en las células de interés en esta técnica son los fluoréforos

gue son los mas utilizados.'*

2.1.4. Serologia

La serologia se basa en la presencia de anticuerpos IgM especificos
principalmente ya que también es afin a anticuerpos IgG. Dentro de los tipos de
serologia utilizados entran el ensayo neutralizacion donde generalmente se hacen
diluciones con el virus y se incuban a Optimas incubaciones en placas de cultivo
celular donde se monitorean para determinar el surgimiento de ECP, donde se tiene
como control un anticuerpo monoclonal neutralizante al virus a estudiar, normalmente
la multiplicacion viral o ausencia de ECP indica la presencia de anticuerpos
neutralizantes contra el virus, la dilucion de suero se considera positiva a la presencia
de anticuerpos neutralizantes si hay una reduccién de la multiplicacién viral mayor o

igual al 50%.

Por otro lado, esta la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién, se emplea como un
indice de reactividad para la evaluacion de los niveles de anticuerpos, ha sido util en
la deteccion de antigenos; reemplazando las técnicas tradicionales y produciendo una
mayor agilidad en la definicion del diagnostico, el ensayo de inhibicion de la
hemaglutinacién de realiza una vez determinado el titulo hemaglutinante del virus a
estudiar, normalmente se emplea una concentracion constante del antigeno que se
pone en contacto con concentraciones variables de los anticuerpos monoclonales

neutralizantes o sueros especificos antes de adicionar la suspensién de eritrocitos.1®

2.1.5. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La reaccion de cadena de la polimerasa o PCR sirve para la deteccion de
cantidades minimas de acidos nucleicos virales, debido a la amplificacion exponencial
de la secuencia diana. La PCR tiene como fundamento la medicion continua en la

suma de sefiales de fluorescencia en la reaccion de amplificacion. Esta técnica es un
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método de amplificacion de ADN in vitro mediante medios enziméticos a tasas
exponenciales en ciclos repetidos, bajo las siguientes etapas, la primera es un paso
de desnaturalizacién del ADN de doble cadena extraido del material, la segunda es
el paso de la hibridacion agregando cebadores (oligonucledtidos), y la tercera y Gltima
es la reaccién de extension por el uso de una ADN polimerasa termoestable,
agregando una enzima con el poder de sintetizar copias complementarias, la cantidad
de ADN se duplica efectivamente a traves de los pasos de extension en cada ciclo de
PCR.6

Dentro el mismo contexto, la cuantificacion de secuencias diana mediante PCR en
tiempo real o real-time quantitative polymerase chain reaction (RQ-PCR) tiene como
fundamento la medicion continua de la acumulacion de sefiales de fluorescencia
durante la reaccién de acumulacion, este método permite la deteccion del nimero de
amplicones generados durante cada ciclo de amplificacion de las muestras y permite
el uso de sistemas de deteccidén ya automatizados por completo, ya que ademas los
resultados se muestran como graficos de amplificacion que resultan de una serie de
mediciones de fluorescencia tomadas en puntos de tiempo definidos durante la
amplificacion, una de las caracteristicas importantes de la tecnologia en tiempo real
es la capacidad de monitorear la cantidad creciente de producto en puntos de tiempo
tempranos durante la reaccion de PCR, la cuantificacibn mediante PCR en tiempo
real no se ve afectada por concentraciones limitantes de reactivos ni por otras
variables, como las condiciones de ciclo, que afectan la cuantificacion en ensayos de

PCR basados en andlisis de punto final.

Las pruebas RQ-PCR optimizadas muestran una sensibilidad muy alta, con limites de
detecciéon entre 1 y 10 moléculas diana por reaccidon. Es gracias a esto que este
método es hoy en dia muy usado para deteccién de infecciones por virus, los formatos
de deteccion basados en la hibridacion especifica de una o dos sondas de
oligonucledtidos marcadas con fluorescencia con la secuencia objetivo durante la
amplificacion son los formatos informados con mayor frecuencia para la deteccién de
virus en ensayos de diagndéstico. Dependiendo de la quimica utilizada, se han
introducido diferentes tipos de sondas fluorogénicas, siendo la mas comun la sonda

de hidrolisis.’
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Las sondas de hidrdlisis o sondas de nucleasa, son sondas de oligonucleétidos
especificas del objetivo no extensibles que se unen a la hebra objetivo entre los
cebadores de la PCR. Estan doblemente marcados con un colorante informador
fluorescente. Este principio fisico se conoce como transferencia de energia por

resonancia de fluorescencia o FRET.Y’

Este método se basa en el uso de dos sondas de oligonucleétidos que se hibridan
una al lado de la otra con una secuencia ubicada entre los cebadores de amplificacion.
Las sondas estan disefiadas para hibridar durante el paso de hibridacion con la misma
hebra en una disposicion de cabeza a cola, a una distancia de 1 a 5 nucleétidos para
acercar los dos tintes. El tinte donante es estimulado por una fuente de luz adecuada
para emitir fluorescencia. Si ambas sondas se unen a las secuencias diana
especificas, la energia de fluorescencia se transfiere de las moléculas donantes a las
aceptoras (FRET) y el fluor6foro excitado emite una sefial fluorescente, que se
detecta y mide al final de cada paso de hibridacion.t’

2.1.6. Secuenciacién de Sanger

La secuenciacibn de ADN hace posible precisar el ordenamiento de los
nucleotidos del genoma de un organismo, microorganismo y entidad biolégica. La
secuenciacion Sanger es un método de secuenciacion enzimatica, que determina la
secuencia de un organismo mediante la terminacién de la cadena a través de la
incorporacion de didesoxinucleétidos y hoy en dia sigue siendo el método mas

utilizado.®

La tecnologia de secuenciacion de Sanger de ADN, ayudan a conocer la secuencia
exacta de nucledtidos de cada genoma viral, por ello la secuenciacién de ADN funge
para la deteccién de virus no identificados, por igual al tener los datos genémicos del
virus y su huésped, pueden ayudar a una pronta identificacion de mutaciones
importantes que le permiten al virus propagarse con facilidad, hay que tomar en
cuenta que una mayoria de estos virus que causan brotes en la poblacion son
zoonoticos, esta secuenciacion de ADN es un proceso que determina la secuencia de
nucleotidos en un fragmento de ADN, esta secuencia en promedio se realiza con la

tecnologia del método de Sanger que necesita una plantilla de ADN monocatenario,
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un cebador de ADN, una polimerasa de ADN, desoxinucleosidotrifosfatos normales
(dNTP) y didesoxinucledsidotrifosfatos (ddNTP) (nucle6tidos modificados).

La muestra de ADN viral es dividida en cuatro reacciones de secuenciacion separadas
y se agrega uno de los cuatro didesoxinucleotidos (ddATP, ddGTP, ddCTP o ddTTP),
este método tiene como fundamento el uso de didesoxinucledtidos (ddNTP) para
determinar el alargamiento de la cadena de ADN, el ADN viral que se secuenciara
primero es desnaturalizado en cadenas simples mediante calor, después se reconoce
un cebador con una de las hebras molde, dicho cebador es marcado de forma
radiactiva o fluorescente que nos permitira su deteccion del producto final en un gel
de electroforesis, la clave de este método es que todas las reacciones parten del

mismo nucledtido y terminan con una base especifica.

Los secuenciadores de ADN separan las hebras en funcion de su tamafio mediante
electroforesis capilar y detectan y registran la fluorescencia del colorante. Dado que
los cuatro colorantes emiten fluorescencia a diferentes longitudes de onda, la
identidad de cada banda se lee de acuerdo con las longitudes de onda en las que
exhibe fluorescencia. Los datos obtenidos se muestran en forma de cromatograma y
para la secuenciacién del genoma completo de los virus de ARN, la estrategia mas
utilizada consiste en el disefio de amplicones superpuestos que abarcan todo el
genoma, seguido de la amplificacion dirigida de regiones genémicas mediante PCR

de transcripcion inversa. Los datos de secuencia generados luego se ensamblan.®

2.1.7. Secuenciaciéon masiva

Teniendo como base el descubrimiento tradicional de virus por secuenciacion
de Sanger, posteriormente surge la secuenciaciéon de alto rendimiento, por sus siglas
en inglés High throughput sequencing (HTS) también llamada secuenciacion de
préxima generacion o por sus siglas en inglés Next Generation Sequencing (NGS).
Con la NGS se pueden caracterizar la naturaleza y composicion de viromas

completos.

La NGS tiene varios enfoques, desde la preparacion de las bibliotecas gendmicas
hasta los métodos de preparacion de muestras, como la digestion enzimatica de

acidos nucleicos no virales y la exclusion por tamafio de los genomas no virales
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mediante filtracion en columna, ultrafiltracibn o centrifugaciéon en gradiente de
densidad. Dentro de estos destaca un enfoque de enriquecimiento de secuencias de
virus llamado secuenciacion de captura de viroma, centrado en la etapa de
amplificacion o preparacion de la biblioteca gendmica de la HTS, para aumentar la
capacidad de caracterizacion de viroma. Este enfoque tiene el potencial para
descubrir nuevos virus y para analizar de viroma, pero la complejidad de la técnica es

muchas ocasiones es necesario hacer mejoras adicionales.*®

La NGS ha demostrado su valia en la deteccion de virus y se ha convertido en una
herramienta que ha reducido significativamente los costos de identificacion. Sin
embargo, esta técnica presenta un desafio debido a la variabilidad en el nimero de
lecturas generadas para diferentes regiones gendmicas o a una la cobertura desigual,

que se puede generar.

En la mayoria de los casos, se observa una cobertura desigual del genoma viral en
los datos de Whole Genome Sequencing y RNA-Seq, lo que afecta el porcentaje de
cobertura que se puede lograr. Esto crea la necesidad de encontrar una cantidad
Optima de datos para cubrir el genoma viral por completo o casi en su totalidad, sin

generar en exceso datos de secuenciacion.16

A pesar de estos desafios, el uso de la secuenciacion de proxima generacion se ha
establecido como un método para la deteccién de virus y para la metagendémica viral.
Esto ha revolucionado la virologia al permitir el descubrimiento de muchos virus

novedosos.

Si bien la mayoria de los servicios comerciales de NGS ofrecen soporte bioinformético
basico, como el ensamblaje de secuencias de novo o el mapeo a genomas de
referencia, no suelen abordar los aspectos especificos de la deteccion y el

descubrimiento de virus.2°

Para abordar este desafio, se han desarrollado herramientas bioinformaticas
especificas para la deteccion de virus humanos. Estas herramientas, por lo general,
son paquetes independientes en linea de comandos de Unix que asignan las lecturas
de NGS a genomas virales y realizan diferentes etapas de Blast para eliminar las
lecturas que corresponden al hospedero. Aunque no existen programas de

bioinformética que sean herramientas universales para el descubrimiento de virus, los
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biélogos a menudo dependen de bioinformaticos profesionales para procesar los
datos de NGS, lo que puede generar cuellos de botella en el andlisis de datos.?°

2.1.8. Generalidades de virus

En 1971, David Baltimore publicé en Bacteriology Reviews un articulo que hoy
en dia toma un papel vital en la virologia que actualemente se titula B71, donde
clasifica a los virus por las vias de transmision de la informacion desde el &cido
nucleico que se encuentra encapsulado en el virion hasta el ARNm, desde qué
proteinas virales se traducen, ademas de que clasifica no solo los virus sino también

las rutas de transferencia de informacion biologica.

Este sistema de Baltimore o B71 consta de seis clases de virus que se distinguen por
sus distintas rutas de transferencia de informacion desde el acido nucleico que se
incorpora a viriones por lo que reflejan la naturaleza quimica y la polaridad del

genoma, estas seis clases son las siguientes que se muestran en la tabla 3:%1

Tabla 3. Clasificacién de Baltimore.

TIPO DESCRIPCION
| Virus de ADN de doble cadena (ds). Estos son los virus que encapsulan dsDNA vy utilizan la ruta clasica de
transmision de informacién, la misma que en todas las células
1] Virus de ADN monocatenario (ss) que encapsulan ssDNA, que luego se replica y expresa a través de un
intermediario de dsDNA
1} Virus dsRNA que empaguetan un genoma dsRNA que tiene que ser transcrito

v Virus de ARN de sentido positivo (+) que empaquetan en viriones un ssRNA de la misma polaridad que el ARNm
para la sintesis de proteinas virales de modo que el ARN del genoma pueda traducirse directamente.

\% Virus de ARN (-) de sentido negativo que empaqguetan un ARN que es complementario al ARNm y se transcribe
para producir este Ultimo

VI Virus de ARN de transcripcion inversa que empaquetan un ARN de sentido positivo que se replica a través de un

intermediario de ADN.
Koonin, E. V. The Baltimore Classi Fi Cation of Viruses 50 Years Later : How Does It Stand in the Light of Virus Evolution ? 2021,

85 (3), 1-19.

2.1.9. Estructuray funcion

Los virus contienen un genoma de ARN o ADN rodeado por una capa
protectora de proteina codificada. Para la propagacién, los virus dependen de un
huésped especializado, células que suministran la compleja maquinaria metabdlica y
biosintética de las células eucariotas o procariotas. Un virus completo en particula se

llama virién.

La funcién principal del virion es entregar su genoma de ADN o ARN a la célula

huésped para que el genoma puede ser expresado por la célula huésped. El genoma
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viral, a menudo con los elementos basicos asociados proteinas, sé empaqueta dentro
de una capside proteica simétrica. La proteina asociada al 4cido nucleico, llamada
nucleoproteina, junto con el genoma, forma la nucleocapside. En los virus envueltos,
la nucleocapside esta rodeada por una bicapa lipidica derivada de la membrana de la
célula huésped modificada y tachonada con una capa externa de glicoproteinas de la

envoltura del virus.22

2.1.10. Morfologia

Los virus se agrupan segun el tamafio y la forma, la composicion quimica y la
estructura del genoma, y modo de replicacion. La morfologia helicoidal se observa en
las nucleocapsides de muchos virus filamentosos y pleomorficos. Las nucleocapsides
helicoidales consisten en una matriz helicoidal de proteinas de la céapside
(protémeros) envueltas alrededor de un filamento helicoidal de acido nucleico. La
morfologia icosaédrica es caracteristica de las nucleocapsides de muchos virus. El
numero y la disposicion de los capsémeros (subunidades morfologicas del icosaedro)
son utiles en la identificacion y clasificacion. Muchos virus también tienen una

envoltura exterior.2?

2.1.11. Composicion quimicay modo de replicacién

El genoma de un virus puede consistir en ADN o ARN, que puede ser monocatenario
(ss) o bicatenario (ds), lineal o circular. EI genoma completo puede ocupar una
molécula de acido nucleico (genoma monopartito) o varios segmentos de acido
nucleico (genoma multipartito). Los diferentes tipos de genoma necesitan diferentes
estrategias de replicacion.??

Los virus albergan una gran variedad de estructuras gendémicas, siendo en su mayoria
genomas de ARN, con casos especiales que algunos contienen genomas de ADN y
algunos incluso de ADN y ARN, recordemos que varias clases de virus se clasifican
segun la polaridad de sus ARN, lo que indica si tiene informacion traducible (cadena

positiva) o complementaria (cadena negativa).
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2.1.12. Nomenclatura

Aparte de los datos fisicos, la estructura del genoma y el modo de replicacion son
criterios aplicados en la clasificacion y nomenclatura de los virus, incluida la
composiciéon quimica y la configuracion del acido nucleico, si el genoma es
monopartita o multipartita. La hebra de ARN gendmico de los virus de ARN
monocatenario se denomina sentido (sentido positivo, sentido positivo) en orientacion
si puede servir como ARNm, y anti sentido (sentido negativo, sentido negativo) si es
un complemento cadena sintetizada por una transcriptasa de ARN viral sirve como
ARNm. También se considera en la clasificacion viral el sitio de ensamblaje de la

capside y, en virus envueltos, el sitio de envolvimiento.??

Estos datos se han recopilado en diferentes bases de datos que son utilizadas por
investigadores, y cientificos para realizar estudios, investigaciones y analisis
relacionados con los virus. A continuacion, se describen las principales bases de
datos en la figura 1 donde se esquematizan a los virus con diversos criterios distintivos
como lo son presencia de una envoltura o (doble) capside y genoma de &cido nucleico
interno entre otros

Figura 1. Esquemas de diversos tipos de virus
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Gelderblom, H. R. Structure and Classification of Viruses. Med. Microbiol. 1996, No. January 1996.
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Capitulo 3. Bases de datos de virus

Una base de datos es una coleccion de informacion, conforme fue pasando el
tiempo, se han logrado solucionar problemas para el almacenamiento, recuperacion
y manipulacion de estos datos, esto con ayuda de un programa informatico llamado
sistema de gestién de bases de datos o DataBase Management System (DBMS),

estos sistemas proporcionan cuatro ejes o elementos fundamentales:

e Cddigo informético: Necesario para guiar al usuario a través del proceso de la
base de datos

e Lenguaje informético: Para poder usar para agregar, manipular y consultar
datos

e Herramientas: Hacen posible exportar los datos en una variedad de formatos

e Funciones administrativas: Necesarias para garantizar la integridad, seguridad

y respaldo de los datos.?®

En la actualidad, existen diversas bases de datos de virus disponibles que contienen
informacion sobre diversas especies de virus. Estas bases de datos no solo
almacenan informacion sobre como se clasifican los virus, sino que también incluyen
otros aspectos importantes, como su estructura y funcion, morfologia, composicién

guimica, modo de replicacion y nomenclatura.

3.1. Comité internacional sobre la taxonomia de los virus (International
Committe on Taxonomy of Viruses: ICTV)

El comité internacional sobre la taxonomia de los virus, o por sus siglas en
inglés (Congress of the International Association of Microbiological Societies) (IAMS),
es un comité de virologia de la asociacion internacional de sociedades de
microbiologia. El ICTV establece cada determinado tiempo una revision, clasificacion
y actualizacion de la nomenclatura de los virus. Esto con la finalidad de establecer

nuevos nombres taxondmicos y reconocer grupos naturales del virus.?*

Para el estudio de cualquier entidad biol6gica nueva se necesita empezar con su
clasificacion y posteriormente nombrandolo, es aqui donde entra la taxonomia. La

clasificacion taxonomica es un esfuerzo cientifico mediante el cual los organismos
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biolégicos se agrupan y se colocan en una estructura jerarquica, en funcién de ciertas

caracteristicas evolutivas.

Los principios, procedimientos y nomenclatura utilizados para nombrar taxones estan
a cargo de una de las organizaciones internacionales encargadas de desarrollar las
pautas necesarias. La taxonomia de los virus y demas es responsabilidad del ICTV
que es el encargado de la tarea de desarrollar, refinar y mantener una taxonomia
universal de virus por parte de la Divisidn de Virologia de la Union Internacional de
Sociedades Microbiologicas. Hay seis subcomités, cada uno de los cuales cubre un
grupo diferente de virus, diferenciados por el tipo de huésped que el virus infecta y la

composicién molecular del genoma del virus.?®

3.2. Viralzone

La interpretacion de la diversidad molecular del virus es un tema de dificultad,
por lo que es necesario un recurso integral que una el conocimiento de los datos
tedricos de secuencias genOmicas y protedmicas, como lo es la herramienta
ViralZone. La base de datos ViralZone da acceso a hojas informativas sobre todas las
familias/géneros de virus conocidos con un acceso facil a los datos de secuencia,
ademas de que ofrece ciertas herramientas visuales como imagenes de viriones
detalladas y precisas. El propdésito de ViralZone es vincular el conocimiento especifico
de cada familia del virus con secuencia genémicas y de proteinas virales, que es
presentado en una hoja informativa donde se contiene informacién resumida sobre su

genoma, ciclo de replicacion, taxonomia y epidemiologia.?®

Una de las caracteristicas destacadas de ViralZone es su indice taxondémico, que
permite navegar y explorar los virus clasificados segun la taxonomia de Baltimore.
Esta clasificacidn se basa en las caracteristicas estructurales y funcionales de los
acidos nucleicos de los virus, asi como en su replicacion y estrategias de
transcripcion. Esta taxonomia es ampliamente utilizada en el campo de la virologia y
proporciona una forma sistematica de clasificar y organizar los virus. En ViralZone,
los usuarios pueden encontrar informacién detallada sobre cada género de virus,
incluyendo caracteristicas especificas, informacién sobre huéspedes infectados,
datos epidemiolégicos y mas. Ademas, se proporcionan hojas informativas que

contienen detalles sobre los virus y enlaces a recursos adicionales, a continuacion,
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se explicara la serie de pasos que hace esta herramienta siguiendo el orden de la
figura 2-8:

(A) Elindice ViralZone Baltimore proporciona informacion sobre la clasificacion de

virus segun la taxonomia de Baltimore.

Figura 2. Esquematizacion A de la herramienta ViralZone
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Hulo, C.; De Castro, E.; Masson, P.; Bougueleret, L.; Bairoch, A.; Xenarios, |.; Le Mercier, P. ViralZone: A Knowledge Resource
to Understand Virus Diversity. Nucleic Acids Res. 2011, 39 (SUPPL. 1), 576-582. https://doi.org/10.1093/nar/gkq901

(B) Se muestra un indice taxondmico de virus ssRNA (+) ordenados por orden,
familia y género. Los colores indican los hospederos que puede infectar por
cada género de virus: por ejemplo, rosa para humanos y otros vertebrados,
purpura para vertebrados no humanos, verde para plantas, amarillo para
invertebrados, naranja para microorganismos del dominio eucariota y azul
para procariotas

Figura 3. Esquematizacion B de la herramienta ViralZone
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Hulo, C.; De Castro, E.; Masson, P.; Bougueleret, L.; Bairoch, A.; Xenarios, I.; Le Mercier, P. ViralZone: A Knowledge Resource
to Understand Virus Diversity. Nucleic Acids Res. 2011, 39 (SUPPL. 1), 576-582. https://doi.org/10.1093/nar/gkq901
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(C) Cada género de virus tiene una hoja informativa que proporciona detalles
especificos sobre ese género.

Figura 4. Esquematizacion C de la herramienta ViralZone
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Hulo, C.; De Castro, E.; Masson, P.; Bougueleret, L.; Bairoch, A.; Xenarios, |.; Le Mercier, P. ViralZone: A Knowledge Resource
to Understand Virus Diversity. Nucleic Acids Res. 2011, 39 (SUPPL. 1), 576-582. https://doi.org/10.1093/nar/gkq901

(D) Se proporciona una lista de virus referenciados en UniProtKB/Swiss-Prot junto
con las entradas de proteinas correspondientes que se muestran por defecto

en la hoja de datos.

Figura 5. Esquematizacion D de la herramienta ViralZone

List ofvvirus
with associated proteins

Hepacivirus

Matching UniProtKB/Swiss-Prot entries

Hulo, C.; De Castro, E.; Masson, P.; Bougueleret, L.; Bairoch, A.; Xenarios, |.; Le Mercier, P. ViralZone: A Knowledge Resource
to Understand Virus Diversity. Nucleic Acids Res. 2011, 39 (SUPPL. 1), 576-582. https://doi.org/10.1093/nar/gkq901
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(E) La lista de entradas esta ordenada por nombres de proteinas.

Figura 6. Esquematizacion E de la herramienta ViralZone
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Hulo, C.; De Castro, E.; Masson, P.; Bougueleret, L.; Bairoch, A.; Xenarios, |.; Le Mercier, P. ViralZone: A Knowledge Resource
to Understand Virus Diversity. Nucleic Acids Res. 2011, 39 (SUPPL. 1), 576-582. https://doi.org/10.1093/nar/gkq901

(F) Después de seleccionar las entradas de proteinas en (E), se muestra una
alineacion correspondiente.

Figura 7. Esquematizacion F de la herramienta ViralZone
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(G) Cada entrada de proteina Swiss-Prot contiene un enlace directo al sitio web

de UniProt para acceder a detalles completos de la anotacion de proteinas.

Figura 8. Esquematizacion G de la herramienta ViralZone
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Hulo, C.; De Castro, E.; Masson, P.; Bougueleret, L.; Bairoch, A.; Xenarios, |.; Le Mercier, P. ViralZone: A Knowledge
Resource to Understand Virus Diversity. Nucleic Acids Res. 2011, 39 (SUPPL. 1), 576-582. https://doi.org/10.1093/nar/gkg901.

La base de datos también ofrece enlaces a otras fuentes de informacion relevante,
hacia las bases de datos UniProtKB/Swiss-Prot, donde se pueden encontrar detalles
sobre las proteinas asociadas a los virus. Esto permite a los investigadores explorar
la relacion entre los virus y las proteinas que producen, asi como acceder a

informacion mas detallada sobre la anotacién de proteinas (Figura 9).

Figura 9. Esquematizacion de la herramienta ViralZone
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Ademas, la pagina de ViralZone muestra una imagen pequefia del viribn para todos
los virus dsDNA en el enlace proporcionado. Al hacer clic en el nombre de la familia
del virus o del género huérfano, se accede a una pagina de descripcion del virus con

una imagen del virién a tamafio completo.

En ViralZone, el punto de partida para acceder a las hojas de datos de virus son las
siete paginas taxondmicas de acuerdo a la clasificacién que ya se menciond, que
contienen la lista completa de familias y géneros de virus. Como por ejemplo en la
figura 10 se esquematiza la ilustracion los mecanismos de replicacion viral del
Ebolavirus y el Herpesvirus. La ventaja de esta base de datos es que se actualiza
gradualmente, mientras que puede llevar afios publicar nuevos libros con referencias

de estos virus.26

Figura 10. Esquematizacién de los mecanismos del Ebolavirus y el Herpesvirus
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Hulo, C.; De Castro, E.; Masson, P.; Bougueleret, L.; Bairoch, A.; Xenarios, |.; Le Mercier, P. ViralZone: A Knowledge Resource
to Understand Virus Diversity. Nucleic Acids Res. 2011, 39 (SUPPL. 1), 576-582. https://doi.org/10.1093/nar/gkg901.
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3.3. Recurso de analisis y base de datos de patdgenos de virus

La base de datos y recursos de analisis de patdégenos de virus o por sus siglas
en inglés Virus Pathogen Database and Analysis Resource (ViPR), da acceso a
registros de secuencias, anotaciones de genes y proteinas, epitopos inmunitarios,
estructuras 3D, datos de factores del huésped y otros tipos de datos a través de una
interfaz de busqueda intuitiva basada en la web. Los registros que son recuperados
mediante consultas que son sometidos a diversos analisis como la alineacion de
secuencias multiples, la inferencia filogenética, la determinacién de variacion de
secuencias, la comparacion mediante BLAST y el andlisis estadistico de genomica
comparativa basada en metadatos. Esta herramienta brinda apoyo a los
investigadores en el campo de la virologia que se dedican al estudio de agentes

especificos y otros patdgenos relevantes para la salud publica.?’

La base de datos VIPR utliza los genomas del Centro Nacional de
Biotecnologia e Informacion (NCBI) RefSeq para ampliar las anotaciones curadas
manualmente de RefSeq al resto de los genomas que pertenecen al mismo taxon.
También se utilizan métodos basados en secuencias para construir grupos
homélogos de virus y las anotaciones asociadas, que se proporcionan en toda la
herramienta para identificar facilmente proteinas con funciones similares dentro de la
familia de virus. En un esfuerzo por agregar informacién que no esta incluida en los
registros de GenBank, ViPR también ha curado manualmente la literatura cientifica
para obtener informacién sobre el pais, afio y huésped de aislamiento de muchos

virus clinicamente relevantes.

ViPR tienen la herramienta "Sequence Feature Variant Type" que registra la
ubicacion de regiones caracterizadas en las proteinas virales. Aunque esta
funcionalidad se basa en trabajos anteriores realizados en proteinas HLA humanas e
influenza se ha extendido para abarcar diversas taxonomias dentro de ViPR. Las
definiciones de caracteristicas de secuencia (SF) se obtienen de la literatura cientifica,
registros de GenBank, UniProt y IEDB, y se clasifican en tipos como estructurales (por
ejemplo, alfa-hélices), funcionales (por ejemplo, sitios activos), epitopos inmunitarios

0 alteraciones de secuencia.
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Herramientas analiticas y de visualizacion integradas en ViPR:

e MUSCLE: generacion de alineaciones multiples de secuencias (MSA)
utilizando secuencias de nucleotidos o aminoéacidos.

e ReadSeq: Convertir entre varios formatos de MSA.

e JalView: Visualizar y modificar alineaciones multiples de secuencias de
nucleotidos o aminoacidos.

e FastME, PhyML, RaxML: Inferir arboles filogenéticos para secuencias de
nucledtidos o aminoacidos utilizando algoritmos de similitud o maxima
verosimilitud.

e ModelCompare, ProtTest: Determinar qué modelo evolutivo usar al construir
arboles de maxima verosimilitud.

e Archaeopteryx: Visualizar, manipular y decorar arboles filogenéticos.

e Jmol/ Visualizacion: exploracion de estructuras tridimensionales de proteinas.

e Meta-CATS: Comparar estadisticamente grupos de secuencias para identificar
posiciones que difieren significativamente entre ellos.

e BLAST: Identificar secuencias de nucledtidos o aminoacidos mediante
alineamientos en diversas bases de datos personalizadas de ViPR.

e Calculadora de Variacion de Secuencias: Calcular la entropia presente en cada
posicion de nucle6tidos o aminoacidos en grupos de secuencias de virus
definidos por el usuario.

e Herramienta de Identificacién de Péptidos Cortos: Encontrar cadenas cortas
de amino&cidos en proteinas objetivo mediante coincidencia exacta, difusa o
con patrones.

e Utilidad de Transferencia de Anotaciones Gendémicas: Anotar una nueva
secuencia de genoma utilizando un genoma de referencia bien anotado
existente.

e Primer3: Disefiar cebadores de PCR para amplificar secuencias especificas de

virus basadas en los datos dentro de ViPR.?’

3.4. Virus-Host Data Base

La base de datos Virus-Host es de suma importancia para obtener informacion
sobre el hospedero de los virus, ya que la replicacion viral depende de los organismos

hospederos. Tener acceso a informacién gendémica y taxonémica de los virus, para
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gue posteriormente pueda ser posible correlacionar la composicion de nucleétidos y
codones en los genomas virales y poder conocer su coevolucion y a su vez detectar
interacciones genéticas, se logra mediante la base de datos Virus-Host. Esta se
encarga de organizar enlaces con base en TaxID entre virus y sus hospederos, donde
se extrae la informacién del huésped natural del genoma viral por medio de RefSeqy
de las entradas de secuencias de proteinas por UniProtkKB.?® Para la prediccion del
hospedero, primero se examina el porcentaje y contenido gendmico de guanina y
citosina G+C como se puede ver en laimagen 11 donde se graficé el contenido G+C
viral y genémico del huésped dado que los organismos huéspedes proporcionan una
variedad de blogues de construccion moleculares y maquinaria necesaria para la

replicacion viral, las composiciones de nucleétidos de los virus.?8

Figura 11. Contenido de G + C viral y gendmico del huésped.
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Mihara, T.; Nishimura, Y.; Shimizu, Y.; Nishiyama, H.; Yoshikawa, G.; Uehara, H.; Hingamp, P.; Goto, S.; Ogata, H. Linking
Virus Genomes with Host Taxonomy. Viruses 2016, 8 (3), 10-15. https://doi.org/10.3390/v8030066.

Ya con una informacion taxonémica realizada se evalta un método computacional
para la prediccion del hospedero, con caracteristicas gendmicas de los virus y sus
hospederos, se analiza la relacién entre la similitud taxonémica del hospedero y la
similitud de secuencia de genomas de los virus, esta suposicion subyacente expone
gue si dos virus tienen genomas bastante similares en cuestion de secuencia y
composiciéon de nucleotidos, los dos virus pueden estar muy relacionados

evolutivamente y pueden compartir el mismo hospedero.??
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3.5 Viral Host Range database

La base de datos Viral Host Range (VHRdb) es una herramienta en linea para
registrar, analizar y difundir interacciones de un rango de huéspedes con el virus. Es
un esfuerzo de colaboracion entre el Instituto Pasteur y la Universidad de Oxford, y

esta disponible gratuitamente para el publico.

La VHRdb contiene informacién sobre mas de 10 000 interacciones virus-huésped,
incluido el nombre del virus, la especie huésped, el tipo de célula huésped y las

referencias que respaldan la interaccion.

La base de datos también incluye informacion sobre el rango de huéspedes de los
virus, que es el rango de tipos de células y especies de huéspedes que un virus puede
infectar, como se puede apreciar en la figura 12, donde se realizé la evaluacion de la
previsibilidad del rango de huéspedes basada en similitudes gendémicas virales donde
cada punto representa un par de genomas de virus y los colores de los puntos indican

si los dos virus tienen el mismo huésped (verde) o no (rojo).

Figura 12. Evaluacion de la previsibilidad del rango de huéspedes
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Mihara, T.; Nishimura, Y.; Shimizu, Y.; Nishiyama, H.; Yoshikawa, G.; Uehara, H.; Hingamp, P.; Goto, S.; Ogata, H. Linking Virus
Genomes with Host Taxonomy. Viruses 2016, 8 (3), 10-15. https://doi.org/10.3390/v8030066.

La VHRdb es un recurso valioso para los cientificos que estudian las interacciones
virus-huésped. Se puede utilizar para identificar nuevas interacciones virus-huésped,

para rastrear la evolucion de los rangos de huéspedes del virus y para comprender
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los factores que influyen en la especificidad del huésped del virus.?°Estos son algunos
de los beneficios de usar el VHRdb:

e Esunabase de datos integral que contiene informacion sobre una amplia gama
de interacciones virus-huésped.

e Esta actualizado regularmente con nueva informacion.

e Esta disponible gratuitamente para el publico.

e Es facil de usar y navegar.

3.6. Genomas Virales del Centro Nacional de Biotecnologia e Informacion
(NCBI)

Debido a la creciente cantidad de datos que se han ido resguardando hoy en
dia, son necesarios recursos de referencia que estén bien implementados para
facilitar la identificacion de secuencias ayudar en el ensamblaje de secuenciasy a la
vez fungir como fuentes de referencia. Es por ello que el recurso de genomas virales
del NCBI funge como recurso de referencia, realizando un “shock wave” que mejora
y facilita el uso de los datos de secuencias virales y ordenamiento de estas, cabe
mencionar que también clasifica todas las secuencias gendmicas de los virus
disponibles publicamente y selecciona las secuencias genémicas de referencia.3°

Este acomodo y seleccion de genomas se basa en los criterios que son los siguientes

e Que todos los registros de RefSeq incluyan una notacion de genes y proteinas,
aunque so6lo pueden incluir una anotacién parcial

e Que lalongitud del genoma sea vélida de acuerdo a los estandares aceptados
por la comunidad, por lo que la secuencia debe de cubrir toda la region de
codificacion del virus

e Que las secuencias de patentes y las sintéticas no se incluyen como genomas
validados

e Que la creacion de los registros de RefSeq para genomas virales por multiples
compuestos, esté representado por varios nucledtidos de RefSeq uno para

cada segmento.

En la tabla 4 se muestran los genomas depositados en la base de datos de RefSeq
del NCBI.%0

30



Tabla 4. Enfoques actuales para la deteccién y caracterizacion de virus

RefSeq Genomas Total de secuencias

Tipos de genoma Total de genomas

Segmentados INSDC
s B, ST 1755 3023 115911
intermediario replicativo
Virus dsRNA 919 17 929 56 699
Virus ssDNA 669 6 692 40 337
Virus de cadena negativa 187 4384 478 791
ssSRNA
Virus de cadena positiva
ssSRNA, sin etapa de DNA ey Lo AR B
Virus de retro 123 8614 727 762

transcripcion
Brister, J. R.; Ako-Adjei, D.; Bao, Y.; Blinkova, O. NCBI Viral Genomes Resource. Nucleic Acids Res. 2015, 43 (D1), D571-D577.

https://doi.org/10.1093/nar/gku1207.

3.7. Base de datos de metagendmas virales IMG/VR

La base de datos IMG/VR se lanz6 por primera vez en 2016 como un recurso
independiente dedicado a los genomas virales dentro de la plataforma Microbiomas y
genomas microbianos integrados o Integrated Microbial Genomes & Microbiomes
(IMG por sus siglas en inglés). Mejoras experimentales y computacionales han

ocasionado que el nUmero de secuencias de genomas virales incrementen.

Debido a la expansién de secuencias virales metagenémicas, surge la necesidad de
una plataforma computacional que anexe todas estas secuencias con metadatos
asociados y herramientas analiticas, es por ello que IMG/VR es una base de datos
publica con genomas de referencia y muestras metagenémicas. Las secuencias
virales se pueden consultar utilizando una variedad de metadatos asociados, incluido
el tipo de habitat y la ubicacién geogréfica de las muestras, o la clasificacion

taxonémica segun los genes virales distintivos.3!

La creciente importancia de los genomas virales derivados de datos metagendémicos,
también conocidos como "genomas de virus no cultivados" o "UViG", llev6 al
desarrollo de protocolos estandar y criterios de control de calidad para identificar,

analizar y compartir mejor estos genomas.

Varios estudios han recopilado grandes colecciones de UViG, generalmente
centrandose en un solo entorno o tipo de virus. Las secuencias que se importaron de
RefSeq se asignaron a su taxonomia NCBI. UViGs derivados de los proyectos RVMT

y GVMAG fueron designados a linajes taxonémicos listados en sus estudios
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originales. Los UVIG se asignan tentativamente a taxones virales, se utilizaron los

siguientes métodos de clasificacion taxondémica en orden de prioridad:

e Agrupamiento con genomas de virus RefSeq

e Asignacion taxonomica basada en marcadores de geNomad
e Similitud con proteinas virales en NCBI NR

e Consenso vOTU

Los UVIG se agruparon junto con las referencias RefSeq en vOTU recibieron la
taxonomia del genoma de referencia como se puede. Para la asignacion basada en
marcadores, se emple6 geNomad para clasificar secuencias utilizando perfiles de
proteinas taxondmicamente informativos. Para asignar una taxonomia basada en la
similitud con las proteinas virales del no-redundante NR de NCBI, MMseqs2 hace un

modulo de taxonomia con los parametros '- -start-sens 4 -s 6 - -sens-steps 2.
Finalmente, los UViG que no fueron designados a ningun taxon usando los métodos
descritos anteriormente fueron asignados al taxén de consenso dentro de su vOTU,
obtenido usando la funcién ‘find_majority_vote' en taxopia. El taxdump de ICTV
utilizado para todos los métodos de asignacion taxonOmica se generd utilizando

TaxonKit.

Para la busqueda del hospedero a los UVIG identificados dentro de conjuntos de
secuenciacion del genoma completo aislados y genomas amplificados individuales
(SAG), se les asigndé una prediccion de taxonomia del huésped basada en la
taxonomia del genoma fuente. Los virus restantes se asignaron a huéspedes por
asociacion indirecta a través de coincidencias con una base de datos de espaciadores
CRISPR o coincidencias k-mer exactas con genomas bacterianos y arquéales
derivados de NCBI GenBank y estudios recientes de MAG a gran escala. Los
espaciadores CRISPR se identificaron a partir de los 1,6 millones de genomas de los
estudios NCBI y MAG usando una combinacion de CRT y PILER-CR, finalmente cada

virus se asigno al taxén huésped.

Ademas de la identificacidon de virus, los resultados de las anotaciones automaticas

de geNomad se aprovecharon para proporcionar:

e ldentificacion automatica de virus que probablemente empleen cdédigos

genéticos alternativos
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e Anotacion a nivel de genes que se utilizan para encontrar virus que tienen una
composicion genética similar (ahora se utilizan en la herramienta 'Buscar UViG
similares', como lo es Search and browse interface

e Asignacion taxonomica usando un conjunto de perfiles taxondémicamente
informativos

e Deteccion de caracteristicas de virus, que se utilizan para identificar las

secuencias que se asignaron a cada nivel.3?

Un ejemplo, con el uso de Chinese Human Gut Viroma (CHGV), se obtuvieron 21,646
contigs virales no redundantes que fueron generados por ensamblajes combinados
de lectura cortas (illumina) y largas (PacBio), posteriormente unas muestras clinicas
se procesaron de acuerdo con un protocolo de enriquecimiento de viroma para
obtener una gran cantidad de VLP, a continuacion se extrajo ADN de cadena doble y
alto peso molecular y se secuenciaron con ayuda de illumina HiSeq2000, las
contaminaciones se eliminaron con conjuntos de datos VNGS y VTGS para identificar
estos genomas virales se usaron las herramientas bioinforméaticas: VirSorter v2.0,

VirFinder v1.1 y PPR-Meta v1.1, ademas de que se us6 una busqueda BLAST contra
los genomas Viral RefSeq usando BLASTn v.2.7.1.

Para saber si el virus era circular y cumplia con al menos dos siguientes criterios
adoptados por gut virome database (GVD). Los parametros que debe cumplir para

asegurar gue son genomas completos:

e Tener una puntuacion en VirSorter 2 0,7,

e Tener un puntaje de VirFinder > 0.6,

e Tener puntaje de fagos en PPR-Meta > 0.7,

e Tener hits en Viral RefSeq con > 50 % de identidad y > 90 % de cobertura,

e Minimo de tres ORF, que produzcan coincidencias BLAST en la base de datos
NCBI POG 2013 con un valor E de < 1e-5, con al menos dos por cada 10 kb
de longitud de contig.

e Con la seleccion del catdlogo CHGV usando CheckV, tener un criterio de >90%

de integridad.

Alternativamente, los contigs cumplieron con uno de los criterios anteriores y fueron

anotados como de alta calidad (= 90% de integridad) por CheckV y también fueron
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anotados como virus. Los fagos de ADN bicatenario casi completos se seleccionaron
del catdlogo CHGYV utilizando CheckV sobre la base de un criterio de seleccion de
>90 % de integridad. Con fines comparativos, este subconjunto de genomas GPD se

denominé GPD-HQ en este estudio.®?
3.8. Base de datos de virus de plantas

Dentro del &mbito comercial, los virus también son una gran probleméatica para
las plantas debido a que los estudios de estos son limitados y la diversidad de virus
de plantas es muy basta. Los virus de plantas son de tipo de ADN o ARN y causan
diversos tipos de enfermedades, algunas son fatales y pueden producir sintomas
como son manchas anulares, patrones de mosaico, coloracién amarillenta de las
hojas y distorsion, agregando un crecimiento deformado. Hoy en dia todavia no hay
una cura efectiva para estas enfermedades virales en plantas, por lo que la mejor
manera de controlar estos brotes es la destruccion completa de esta, lo que genera
un dafio al cultivo comercial. Muchos virus de plantas contienen el genoma de ARN
monocateriano positivo y tienden a poseer genomas mas pequefios que los virus de
plantas de ADN. La mayoria de los viriones de plantas son pequefios debido al

pequefio tamafio del genoma, aqui entran dos tipos de formas: filamentos y poligonos.

Existen también los viroides que son diminutas moléculas de ARN monocatenarias
de unos pocos cientos de nucledtidos de largo y el virus satélite que son patégenos
subvirares que dependen de su maquinaria de replicacion. Las interacciones entre
virus y plantas son complejas, ya que después de un tiempo los virus y plantas pueden
coevolucionar; por un lado, los virus evolucionan pasando por altas tasas de mutacién

y por otro, las plantas pueden también mutar para combatir la infeccion por virus.

Debido al descubrimiento de una cantidad considerable de virus, se ha investigado la
diversidad de estos virus gracias a la tecnologia de secuenciacion con estudios

metagendmicos y de viroma, con ayuda de diversas herramientas con lo son:

e RNA-seq para identificar ciertos virus de ARN

e One Thousand Plant Transcriptomes Initiative que proporciono una cantidad
enorme de datos de RNA-seq

e DPVweb, Plant Viruses Online, EPPO-Q-bank y base de daros de viroides.3?
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Capitulo 4. Herramientas bioinforméaticas para la identificacion de virus a partir
de metagenomas

Debido a que hay una gran cantidad de virus sin cultivar, el uso de la
metagendmica es una estrategia principal para el descubrimiento de nuevos virus,
hasta hoy en dia se han desarrollado muchisimas herramientas bioinforméticas de
identificacion de virus, esto a la vez dificulta la eleccion de herramientas, parametros
y los puntos de corte correctos, asi que estas herramientas miden diferentes sefiales

bioldgicas con diferentes algoritmos y bases de datos de referencia.3*

4.1. Importancia de la identificacion de virus en metagenomas

La NGS (Next Generation Sequencing) hace posible la evaluacion de
poblaciones microbianas complejas, con la ventaja de excluir el aislamiento y cultivo
de cada especie microbiana, ademas de que no se requiere un conocimiento previo
de secuencias microbianas de la muestra a analizar, la importancia de las
aplicaciones de estas secuenciaciones son el descubrimiento de nuevos virus y la
correcta y completa reconstruccion del genoma viral, ya sea a partir de preparaciones
en cultivo o tomadas directamente de las muestras, es por ello que la NGS es muy
viable como un método prometedor para el descubrimiento de virus emergentes con

origenes diversos.3®

4.2. Desafios en la identificacion de virus en metagenomas

A pesar de que hoy en dia las técnicas de secuenciacion del genoma siguen
creciendo a un ritmo drastico, los enfoques para reconstruir y clasificar los genomas
virales a partir de muestras mixtas es un desafio a resolver, ya que afecta su
rendimiento y utilidad, ademas de que sus desafios técnicos han impedido su
progreso, esto debido a que, por ejemplo, los fragmentos de los genomas virales
suelen ser menos abundantes en 6rdenes de magnitud que los del hospedero,
bacterias y/u otros organismos en metagenomas clinicos y ambientales, por lo que se
han desarrollado programas para poder adaptarse a estos desafios relacionados con

la caracterizacion de secuencias virales.

Aungue ya sea posible una caracterizacién de entidades virales desconocidas con el

uso de NGS, estas herramientas representan un cuello de botella practico y
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metodoldgico para un analisis eficaz, la mayoria de las herramientas bioinformaticas
disponibles son complejas en su utilizacion para la mayoria de los usuarios
principiantes, lo que exige experiencia y recursos informaticos de los que a menudo

carecen los investigadores.®

4.3. Ensambles de genomas virales y recuperacion a partir de ensambles

Hoy en dia el uso de la metagendmica para descubrir y caracterizar poblaciones
de microorganismos y virus en un nicho particular es cada vez mas comun. La
identificacion y el analisis de virus en entornos ambientales y de microbioma son
relevantes para multiples campos, en particular para la salud humana, se estima una
abundancia enorme de particulas, los andlisis metagendémicos han contribuido en
gran medida a dilucidar la verdadera diversidad de los virus, sin embargo, los estudios
metagendémicos individuales pueden identificar potencialmente hasta varios miles de
genomas de fagos nuevos no clasificados, y los que no pueden clasificarse o anotarse
completamente permanecen como materia oscura viral (Viral dark matter), la mayoria
de estos virus no se pueden cultivar, y los genomas virales no cultivados (Uncultivated

Virus Genome UVIiG) representan la diversidad actual en las bases de datos publicas.

Dadas las diferencias en las secuencias genémicas virales, tanto entre distintos tipos
de virus como entre virus y organismos celulares, la metagendémica viral plantea
multiples desafios, esto ocasiona que se ha desarrollado una sobreabundancia de
herramientas y flujos de trabajo metagendmicas para manejar todos los aspectos de
estos analisis, algunas de ellas especializadas para su uso en fagos, virus de
eucariontes, y otras disefiadas para todos los datos virales, esto dificulta mantenerse
al dia con las ofertas disponibles y seleccionar una herramienta especifica con
pardmetros adecuados para un conjunto especifico de datos metagendémicos, por lo

gue es necesario enfocarse principalmente en cinco temas:3’

* Ensamblaje e identificaciébn de secuencias de virus (Virus de eucariontes,
Bacteri6fagos, profagos)

* Anotacion del genoma de virus.

* Clasificacién taxondmica de los genomas virales. Analisis de interaccion virus-
huésped.

* Diversidad de virus.
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Las infecciones virales siempre han sido un problema para las poblaciones, por lo que
el uso de los enfoques metagendmicos es utilizado mas frecuentemente que antes en
la deteccion de patdgenos virales emergentes, a la vez de la deteccion de nuevos

patégenos virales.

Es asi como la identificacion in silico de genomas virales completos a partir de datos
de secuencia haria posible una eficaz y oportuna caracterizacion filogenética de estos
emergentes virus. El ensamblaje de genomas virales individuales a partir de un
metagenoma es un desafio, no solo por la falta de un genoma de referencia, sino

también por la variacion y la cobertura desigual o insuficiente.

Las estrategias metagendmicas para el descubrimiento de virus se basan en la
amplificacion de acidos nucleicos independiente, generando asi lecturas (regiones
pequefias de secuencias del genoma). Los métodos comunes de amplificacion
aleatoria son la amplificacion por desplazamiento multiple (MDA) o la amplificacion
con un solo cebador independiente de la secuencia (SISPA). Las ventajas de la
amplificacion independiente de la secuencia son la simplicidad y la velocidad, mas la
capacidad de identificar y secuenciar cientos de virus simultdneamente, lo que
permite la deteccién de virus nuevos o no reportados previamente, diferentes de los
ya descritos. Inherente al enfoque es que una gran fraccién del metagenoma consiste
en secuencias de otros organismos, ademas de los objetivos virales, incluidas
secuencias del huésped, arqueas y bacterias, a pesar de las estrategias de

enriquecimiento fisico para particulas de virus que se aplican a menudo.38

Después de realizar la secuenciacién de los genomas virales por los métodos
anteriores descritos, el proceso que sigue ahora es el ensamble del genoma. Si la
secuencia de referencia difiere significativamente de la muestra o si no hay una
referencia disponible, es necesario generar una secuencia de consenso mediante el
ensamblaje de novo de las lecturas. Es decir, se tiene que hacer un ensamble de novo

para tener todos los genomas virales recuperados de los metagenomas.

Un factor a tomar en cuenta al momento del ensamble de los genomas, es determinar
la calidad de las lecturas, por lo que es fundamental recortar las bases de mala calidad

y eliminar las secuencias de adaptadores de los conjuntos de datos de lectura antes
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de ejecutar los ensamblajes. La mayoria de los algoritmos utilizados para el

ensamblaje de novo se dividen en dos grupos:

e Ensambladores de consenso de disefio superpuesto (OLC)

e Ensambladores de graficos de Bruijn.

Los ensambladores de OLC, como MIRA, Edena, Canu, y Newbler primero identifican
pares de lecturas que se superponen y luego construyen un grafico en el que las
lecturas estan representadas por nodos en el gréfico, con lecturas superpuestas
conectadas por bordes. Luego, el grafico se analiza para encontrar rutas a traves del
grafico que atraviesen multiples bordes, lo que permite que las lecturas se coloquen
en mosaico en el orden correcto para generar una secuencia del genoma. Sin
embargo, el enfoque OLC normalmente no escala bien porque el gréafico de
superposicion puede llegar a ser muy grande y que busque todos los sobrelapes
posibles sin tomar atajos, lo que los hace computacionalmente exhaustivos, esto se

puede ver claramente en la imagen 13.

Figura 13. Composicion de IMG/VR v4 con respecto al origen de UViG
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Otros ensambladores, como ABYSS, Velvet, SPADES y A5 utilizan un algoritmo
grafico de Bruijn, que reduce el esfuerzo computacional al dividir las lecturas en
cadenas mas cortas de una longitud fija k (Ilamadas k-meros). El grafico de Bruijn
captura superposiciones de longitud k-1 entre estos k-meros, lo que evita la necesidad
de calcular superposiciones entre secuencias largas. Las lecturas en si mismas no se
modelan, sino que se representan mediante rutas a través de un grafico; por lo tanto,
este enfoque ha demostrado ser muy eficaz y utilizar menos memoria computacional.
Sin embargo, existe un limite superior para la longitud de k, los ensamblajes de novo

suelen consistir en varias secuencias largas y contiguas (contigs) en lugar de
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genomas completos, los errores de secuenciacion, las regiones repetidas y las areas

con poca cobertura tienden a confundir el proceso de ensamblaje.

Los contigs se pueden unir para producir un genoma draft (borrador de genoma)
mediante la alineacion con una secuencia de referencia viral relacionada utilizando
un software como Abacas, Scaffold Builder y CONTIGuator. Si no hay una referencia
disponible, se pueden utilizar lecturas de pares de extremos o lecturas de pares para
armar los contigs en el orden lineal correcto y producir un borrador del genoma que
contiene lagunas. Muchos paquetes de ensamblaje de novo llevan a cabo este paso
de andamiaje automaticamente en contigs ensamblados cuando se les dan datos de
lectura de extremos emparejados, pero también hay disponibles andamios
independientes, incluidos Bambus2 y BESST. Como alternativa, los ensamblajes
realizados con datos de lecturas cortas, como los de las plataformas Illumina o lon
Torrent, se pueden mejorar mediante el uso de un segundo conjunto de datos con

lecturas mas largas para unir contigs.

El software que rellene los huecos o en inglés “gaps” puede usarse para cerrar
algunas partes del genoma sin ensamblar las que quedan en el borrador del genoma.
Sus algoritmos requieren datos de extremos emparejados e identifican pares de
lectura especificos en los que un miembro coincide con el final de un contig y el otro
cae dentro del espacio. Dichos subconjuntos de lectura se utilizan para extender los
contigs de forma iterativa y cerrar las brechas mediante la superposicion de k-mer o

el ensamblaje local de novo.

Sin embargo, las regiones repetidas con un periodo mas largo que la longitud de
lectura no se pueden resolver; estos requieren PCR seguida de secuenciacion de
Sanger o datos de una plataforma HTS que produce lecturas mas largas, se han
desarrollado paquetes como ICORN2 para automatizar la verificacion y correccién de
errores de los genomas virales, mientras que algunos ensambladores son capaces

de llevar a cabo la mayoria de los procesos descritos en esta seccion.3®

La eleccion del programa de ensamblaje para datos metagendmicos virales es
importante para la identificacion precisa de contigs virales y analisis posteriores. En
un estudio reciente se revisaron la eficacia de 16 ensambladores de lectura corta,

especializados o no en datos metagendmicos. Recomiendan el uso de
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MetaviralSPAdes, para el ensamble del viroma, seguido de MEGAHIT. La presencia
de secuencias repetidas, asi como valores de cobertura demasiado altos y demasiado
bajos, son los principales obstaculos para el ensamblaje eficiente de los datos de

viroma.

MetalviralSPAdes es una herramienta que modifica varias herramientas de
metaplasmidSPAdes para hacer posible la secuenciacion viral y se basa en una serie

de tres pasos:3°

e Ensamblaje viral

Que encuentra subgraficos virales putativos en un grafico de ensamblaje
metagendmico y genera contigs en estos gréaficos

e Verificacién viral
Que es para verificar si los contigs resultantes tienen origen viral
e Complete viral
Para verificar si estos contigs representan genomas virales completos

El programa ViralAssembly es una adaptacion de MetaSPAdes para el ensamblaje
de datos virales. Aprovecha la deteccion de secuencias gendémicas circulares de
MetaplasmidSPAdes para detectar genomas virales circulares y permite la deteccién
y el ensamblaje de repeticiones terminales en genomas lineales, como se aprecia en

las imagenes 9,10y 11.

En un andlisis de 18 conjuntos de datos reales de virome, se demostré que
ViralAssembly supera a MetaSPAdes en términos de integridad de contig. MetaFlye
es un ensamblador viral no especifico que ha demostrado detectar y ensamblar
genomas virales en conjuntos de datos metagenémicos de lectura larga con buena
eficiencia. Mientras que el programa VirlON, presenta una segunda iteracion, y
emplea lecturas cortas para corregir errores de secuenciacion en ensamblajes de
lectura larga y supera a los ensambladores hibridos y de lectura corta cuando se
prueba en viromas de ADN de doble cadena (dsDNA). Los tres programas
recomendados, MetaviralSPAdes, metaFlye y VirlON2, estan disponibles para
descargar desde GitHub. Cada uno requiere un conocimiento basico del uso de la
linea de comandos para la instalacion, asi como la instalacion de ciertas

dependencias.3®
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4.4. Herramientas basadas en homologia

La metagenomica hoy en dia es un método muy usado para el descubrimiento
de virus, ya que la mayoria permanecen sin cultivar, sin embargo, el hecho de detectar
virus en datos metagendmicos no es algo comun, es por ello que recientemente estan
al alcance varias herramientas bioinforméticas de identificacion de virus. Esto a la vez
dificulta la eleccion de dichas herramientas, debido a que esta gran gamma de

herramientas usas diferentes metodologias.

Es de vital importancia realizar una comparacion independiente para brindar una guia
objetiva a los operadores; esta evaluacion comparativa brinda orientaciéon sobre las
opciones de herramientas bioinformaticas de identificacion de virus y brinda

sugerencias para ajustes de parametros para investigadores de virébmica.®®

Los métodos basados en homologia buscan virus mediante la alineacion de
secuencias de contigs con bases de datos de genes virales. Por lo general, esta
comparacion se realiza utilizando la busqueda BLAST contra una base de datos.

En algunos casos, se realiza la comparacién utilizando secuencias de aminoacidos,
ya que son mas conservadas evolutivamente. Algunas de las herramientas mas
populares se centran en la deteccibn de virus presentes en el entorno, como

VirSorter*®, que utiliza caracteristicas distintivas de los virus para su identificacion.

Por ejemplo, VirSorter se alinea con genes virales "distintivos" y realiza la busqueda
basandose en la similitud utilizando BLASTP y HMM en una base de datos
previamente construida.*® Con este programa es posible identificar nuevos virus,

aunque se enfoca principalmente en la busqueda de bacteri6fagos.

Dentro de esta categoria se encuentran los servidores web y las herramientas web.
Estas herramientas web hacen que el proceso sea mas accesible para personas con
pocos conocimientos de bioinformatica. Algunos ejemplos de estos servidores web
son VirAmp#t, Metavir24® y Viral Informatics Resource for Metagenome Exploration

(VIROME)*?, que reciben contigs como datos de entrada.

Estas herramientas estan disefiadas para buscar virus ambientales, especialmente

bacteriéfagos. Ademas, hay herramientas web como Phaster*® que comparan
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secuencias de consulta con una base de datos de genes virales. También se pueden
utilizar herramientas bioinformaticas para realizar una clasificacion taxonomica en
metagenomas, lo que podria ayudar a identificar secuencias virales. Estas
herramientas no estan especializadas exclusivamente en la busqueda de virus, pero

pueden resultar Gtiles para este propaosito.

Cabe destacar que en los virus la mayoria de las sefiales permanecen invisibles en
conjuntos de secuencias metagendmicas, debido a la ausencia de marcadores
genéticos universales, representantes de bases datos y herramientas de identificacion

obsoletas

Es por ello que VirSorter2, una herramienta que identifica los virus de ADN y ARN
aprovecha los avances de la base de datos informada por el genoma mediante el uso
de una coleccion de clasificadores automaticos personalizados con el fin de aumentar
la precision y el rango de deteccion de secuencias de virus, ademas esta herramienta
fue muy eficaz a la hora de minimizar errores asociados con las secuencias

gendmicas atipicas, como las islas de patogenicidad y/o plasmidos.

El disefio modular de VirSorter2 lo hace intrinsecamente capaz de expandirse a
nuevos tipos de virus a través del disefio de nuevos clasificadores para mantener la

maxima sensibilidad y especificidad.*

La introduccién de la metagendémica viral hizo posible una mejor compresiéon de la
diversidad genética que abarcan los genomas de los fagos y gracias a la amplia gama
de biomas de genomas de fagos y que va en forma creciente ha impulsado el
desarrollo de herramientas computacionales que caracterizan el multinivel de nuevos
fagos, gracias a que se basa solo en secuencias gendmicas, taxondmicos, como se
puede apreciar en la tabla 5 donde se describe las herramientas de deteccidon de
fagos. Aunque las herramientas disponibles han contribuido enormemente a nuestro
conocimiento de la diversidad y la ecologia de los fagos, el aumento continuo de los
programas de software hace que sea un desafio mantenerse al dia con ellos y con el

propésito para el que cada uno esta disefiado.??
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Tabla 5. Descripcion general de las herramientas de deteccion de fagos

metagendmicos publicadas

Red neuronal de aprendizaje

Genomas NCBI RefSeq antes de

DeepVir Finder (1.0) Secuencia profundo basada en k -mer mayo de 2015 y secuencias de GitHub
viroma
Bosque aleatorio que utiliza
MARVEL (0.2) Homologia densidqad de genes,qcambios de Genomas NCZIngfSeq antes de GitHub
cadena y proteinas
Conjunto de datos virales de
Andlisis integrado de aciertos de genomas NCBI, genomas EMBL EBI,
MetaPhinder Homologia BLASTnN en una base de datos de phageDB, PhAnToMe/conjunto de GitHub
fagos datos bacterianos de genomas NCBI.
Descargado antes de agosto de 2014
) . k - Vecinos mas cercanos y Genomas NCBI RefSeq antes de
Phamers Secuencia métrica de proximidad centroide de octubre de 2035 -
k mers
Red neuronal convolucional (CNN)
PPR-Meta Secuencia de codificaciones one-hot de Genomas NCBI RefSeq. Fecha de =
nucleobases y codones descarga desconocida.
RNN-VirSeeker Secuencia Memoria a corto pIa;o (LSTM) de Genomas NCBI RefSeq descargados )
secuencias antes de enero de 2014
Genomas NCBI y genomas EMBL
Seeker Secuencia LSTM de secuencias EBI. Fecha de descarga PyPi
desconocida.
Unlimited breadsticks Homologia HMM de los gene_s caracteristicos - GitHub
el virus
Red neuronal de firmas de
proteinas que incluyen
. p proporciones de aciertos de NCBI RefSeq y Genbank antes de .
Vibrant (1.0.1) Homologia KEGG, VOG y PEAM, y la julio de 2019 Bioconda
presencia de genes clave de tipo
viral.
Clasificador Naive Bayes usando
ViralVerify (1.1) Homologia una hmmsearch de genes Genorc?as NCBIdRefSeq. !;echa de Bioconda
predichos con Prodigal escarga desconocida.
o Secuencias de 19 metagenomas
ViraMiner Secuencia D MIELErEEEs CRe e WGS de muestras de microbioma =
en caliente
humano.
VirFinder (1.1) Secuencia Regresion logistica usando k -mers Genomas NCBI RefSeq descargados Bioconda
antes de enero de 2014.
Conjunto de datos virales: genomas
VirMine Homologia Busqueda BLAST de ORFs contra virales NCBI RefSeq. Conjunto de _
bases de datos virales y no virales datos bacterianos: COG bacterianos.
Fecha de descarga desconocida.
Conjunto de datos virales Genomas
Bosque aleatorio (RF) basado en NCBI y base de datos ACLAME.
VirMiner Homologia perfiles funcionales y homologia de Conjunto de datos bacterianos: -
proteinas genomas NCBI. Descargado en
octubre de 2016.
VirNet S Modelo de atencic')n profunda de Genomas NCBI RefSeq. Fecha de _
secuencias. descarga desconocida.
. Informacién funcional y taxonémica _ _
VIROME Homologia basada en homologia ORF
Homologia de genes, incluido el
enriquecimiento de genes cortos y Genomas NCBI RefSeq antes de
VirSorter Homologia de tipo viral, y el agotamiento de enero de 2014 y viromas wget
los aciertos de PFAM y los ambientales.
cambios de cadena
Clasificadores aleatorios de Genomas NCBI RefSeq antes de
VirSorter2 (2.2) Homologia bosques usando una hmmsearch enero de 2020 y genomas de alta Bioconda
de genes predichos con Prodigal calidad de la literatura.
Busqueda BLAST en la base de
datos de virus, seguida de
Buscador de virus Homologia busqueda en la base de datos EESE 62 GEes NIEE NI VR SElE -

completa del NCBI para eliminar
los falsos positivos

viral antes de agosto de 2016

Gelderblom, H. R. Structure and Classification of Viruses. Med. Microbiol. 1996, No. January 1996.

4.5. Herramientas basadas en maquinas de aprendizaje

En la clasificacion de virus, se emplean las arquitecturas de aprendizaje
automatico como otra estrategia. Estas arquitecturas requieren una secuencia de

entrada que esté clasificada segun caracteristicas especificas. Los algoritmos de
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aprendizaje automético nos permiten identificar patrones o caracteristicas en las
secuencias y hacer predicciones utilizando enfoques como k-mer, aprendizaje

automatico de bosque aleatorio y redes neuronales convolucionales entrenadas.*®

Virfinder*® es uno de los programas mas populares que utiliza este enfoque. Emplea
el aprendizaje automatico para identificar firmas virales en contigs, y ha demostrado
tener una mejor capacidad de identificacion de genomas virales en comparacién con
VirSorter. Sin embargo, es importante tener en cuenta que Virfinder es un modelo
clasificador entrenado con secuencias de la base de datos RefSeq, lo que limita su
capacidad para identificar ciertos grupos virales. Por ejemplo, si se le proporcionan
virus representativos de ambientes marinos, no sera capaz de identificar
adecuadamente virus de otros ecosistemas. Por lo tanto, es necesario contar con un
amplio conjunto de viromas y genomas virales para obtener datos de entrenamiento

mas completos y asi encontrar nuevos virus.*

VirFinder, se basa en la frecuencia de k-mer para la identificacion del cédigo del virus
gue evita por completo las busquedas de similitudes basadas en genes, esta
herramienta identifica las secuencias virales en funcion de la observacién empirica de
que los virus y los huéspedes tienen firmas k-mer perceptiblemente diferentes, es por
ello que esta herramienta basada en k-mer complementa los enfoques basados en
genes y mejora significativamente la identificacion de secuencias virales procariéticas,

especialmente para estudios metagenémicos de ecologia viral.*®

Los métodos existentes basados en referencias y basados en homologia de genes
no son eficaces para identificar virus desconocidos o secuencias virales cortas a partir
de datos metagendmicos, es por ello que hay un método de aprendizaje automatico
sin referencias ni alineaciones, como DeepVirFinder que se observa en la imagen 14,
sirve para identificar secuencias virales en datos metagendémicos mediante el
aprendizaje profundo, esta ampliacion de los datos de entrenamiento con millones
adicionales de secuencias virales purificadas de muestras de metaviroma mejorando

la precisién para identificar grupos de virus que estan subrepresentados.4’
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Figura 14 Diagrama de flujo de VirFind
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Ho, T.; Tzanetakis, |. E. Development of a Virus Detection and Discovery Pipeline Using next Generation Sequencing. 2014, 473,
54-60.

4.6. Tuberias (Pipelines) para la identificacion de virus

Las tuberias o pipelines (del inglés) de analisis para recuperar genomas virales
se centran en virus que infectan a los humanos y se obtienen a partir de muestras
ambientales. Estas tienen como objetivo realizar analisis a partir de datos sin
procesar, sin ningun pretratamiento o alineacion de lecturas cortas con una base de

datos de referencia.

Por lo general, las tuberias comienzan el anadlisis a partir de datos brutos de
secuenciacion de nueva generacién (NGS) utilizando control de calidad, luego
realizan recortes de secuencias, eliminan lecturas cortas y retiran secuencias de
adaptadores. Algunas herramientas mapean o alinean las lecturas con genomas de

huéspedes de referencia para eliminar la contaminacién del huésped.

Algunos flujos de trabajo eliminan secuencias duplicadas (de duplicacion) y
nucleotidos no resueltos (Ns), y posteriormente realizan un ensamblaje de las lecturas
para realizar una clasificacion taxonémica de acuerdo con una base de datos como

NCBI, y los virus se clasifican segun los criterios del Comité Internacional de
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Taxonomia de Virus (ICTV). Sin embargo, cada tuberia utiliza estrategias particulares
para recuperar genomas virales dentro de un metagenoma viral, como en la tabla 5
donde se visualizan las bases de datos de proteinas. El andlisis de las secuencias
bioinformaticas varia segun el tipo de muestra que se esta analizando; en el caso de
trabajar con un viroma humano u otro huésped, las secuencias correspondientes
deben eliminarse, mientras que en muestras de origen ambiental no es necesario

eliminar al huésped.

Muchas de estas tuberias estan disefiadas para buscar virus que causan
enfermedades en humanos, por ejemplo, VirusHunter*®, Sequence-Based Ultrarapid
Pathogen Identification (SURPI)#°, Virus Identification Pipeline (VIP)*°, VirusSeeker®?,
ViromeScan®?, Viral Genome-Targeted Assembly Pipeline (VirusTAP)%3, virMine®4,
DisCVR®® y VirAnnotOTU®S.

Estos programas suelen mapear las lecturas con el genoma humano, y luego las
lecturas filtradas se utilizan en analisis posteriores. Para los virus ambientales, existen
VirAmp#1, Holovir®’ y FastViromeExplorer®®, mientras que otros programas se centran
en la recuperacion de virus de ARN, como short RNA subtraction and assembly
(SRSA), y otros se enfocan en virus de ARN en plantas, como VirFind?°, Kodoja®>® y
VirusDetect®. Sin embargo, estos programas tienen enfoques diferentes; por
ejemplo, VirFind utiliza BLAST y Kodoja utiliza la estrategia de andlisis de k-mer a
partir de datos de RNA-seq. VirusDetect se utiliza para buscar virus mediante el

ensamblaje de pequefios ARN totales®.

Muchos de estos programas identifican virus, pero pocos realizan una clasificacion
taxonomica; algunos ejemplos son VirAnnotOTU, VIP, SRSA, HoloVir y ViromeScan.
Para aquellos que no realizan esta asignacion taxondémica, es necesario utilizar otras

herramientas, las cuales se discutiran mas adelante.

La herramienta informatica LAZYPIPE identifica virus ya conocidos y nuevos ubicados
en muestras ambientales, LAZYPIPE es un pipeline que se basa en Unix para el
ensamblaje automatizado y creacion de perfiles taxonédmicos en bibliotecas NGS en
forma de scripts C++, Perl y R. LAZYPIPE tiene ciertas ventajas para la elaboracion
de perfiles taxonomicos de datos NGS virales, esta herramienta subcontrata la
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busqueda de homologia a un servidor independiente, lo que suprime la necesidad de
instalar y actualizar continuamente estas bases de datos de secuencias locales, esto
resulta atil a la hora de reducir la carga de trabajo del usuario. Lazypipe implementa
una arquitectura paso a paso flexible que permite la reejecucion de pasos individuales
o partes del andlisis. Esta arquitectura aborda el mayor riesgo de falla de ejecucion
gue es inherente al andlisis de grandes bibliotecas NGS. Lazypipe admite formatos
de datos que pueden ser utilizados tanto por investigadores humanos como por

herramientas automatizadas.!

Después del proceso de estos genes se pueden aplicar diferentes estrategias para la
anotacién funcional de los ORF segun el genoma o los genomas en cuestién. Para
fagos comunes u homodlogos cercanos en bases de datos publicas, las busquedas de
consultas en bases de datos de secuencias son utilizando BLAST o DIAMOND, pero
gracias a la alta tasa de mutacion de los fagos, es comlUn que no se obtengan
resultados significativos después de una busqueda de similitud de secuencia, por lo
gue es mejor usar metodos de deteccion de homologos remotos basados en modelos
ocultos de Markov (HMM), que aprovechan el uso de perfiles de secuencia y la
informacion de conservacién de cada residuo estas bases de datos HMM de perfil
multiple se pueden usar junto con HMMER o HH-suite.

Aungue no todos los perfiles ofrecidos tienen una anotacion funcional, la identificacion
de aciertos significativos contra esos modelos implica la identificacion de genes que

estan presentes y conservados en otros genomas virales.

Ademas, estas bases de datos de perfil HMM también se pueden utilizar para explorar
la historia evolutiva de los virus y sus proteinas. Tomando en cuenta la identificacion
de genes y sus funciones, la anotacion de un genoma del fago abarca la anotacion

de ARN, repeticiones en tAndem y retro elementos generadores de diversidad.®?

A continuacion, en la tabla 6 se mencionaran algunas bases de datos y sus

respectivas descripciones.
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Tabla 6. Descripcion de las bases de datos de proteinas utilizadas para la anotacién

funcional de los ORF predichos

Base de datos

RefSeq viral

UniProtkB

Viral Eggnog

ViPhOG

pVOG

NCBI_CD

SCOP

VOGdb

VPF

FROG

Smits, S. L.; Bodewes, R.; Ruiz-Gonzalez, A.; Baumgértner, W.; Koopmans, M. P.; Osterhaus, A. D. M. E.; Schurch, A. C.

Assembly  of  Viral 2014, 5 (DEQ),

Genomes from

Descripcién
Base de datos NCBI seleccionada de genomas virales,
genes y proteinas. Actualizado periédicamente.
Coleccion seleccionada de proteinas y proteomas de
todos los dominios de la vida, derivados de envios
directos o predicciones del Archivo Europeo de
Nucleétidos (ENA), GenBank y el banco de datos de ADN
de Japén (DDBJ). La busqueda BLAST esta disponible en
linea. Actualizado periédicamente.
Agrupaciones de proteinas virales ortlogas derivadas de
agrupacion no supervisada basada en gréaficos. Ultima
actualizacion en 2016.

Base de datos de grupos de dominios proteicos virales y
fagos ort6logos generados a través del algoritmo CogSoft.
Ultima actualizacion en 2021.

Familias de genes de fagos derivadas del agrupamiento
ortélogo de proteinas de fagos de genomas de fagos
completos. Ultima actualizacién en 2016.
Coleccién de dominios bacterianos conservados,
compilados a partir de seis bases de datos diferentes. La
busqueda web esta disponible (
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi ).
Ultima actualizacion en 2020.

Base de datos de proteinas conservadas estructural y
evolutivamente, organizadas en una clasificacion
jerarquica de familias y superfamilias. También estan
disponibles dominios conservados basados en diferentes
grados de identidad de secuencia. Ultima actualizacién en
2021.

Base de datos de grupos de proteinas virales ortélogas,
derivadas del uso combinado del algoritmo CogSoft y la
suite HH en genomas de fagos y profagos RefSeq. La
base de datos proporciona proteinas especificas de virus
(para la deteccién de secuencias virales en
metagenomas) y paneles de proteinas virales esenciales.
Actualizado periddicamente.

Base de datos derivada del analisis Earth Virome de
Paez-Espino et al., que consta de grupos de proteinas
ortélogas virales. Ultima actualizacion en 2016.
Grupos homélogos remotos de proteinas de genomas
completos de virus que infectan bacterias o arqueas.
Ultima actualizacion en 2021.

Metagenomes. Front. Microbiol.

https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00714.

Clasificacion taxondmica

Type?

Secuencias

Secuencias

MMM

HMM y MSA

HMM y MSA

HMM y PSSM

Secuencias

HMM y secuencias

HMM

HMM y MSA

El proceso de clasificacion taxonémica de muestras metagendmicas virales es
mas desafiante que el de los organismos celulares. La ascendencia comudn
compartida de estos ultimos permite la existencia de genes marcadores universales,
en particular algunos genes, que pueden proporcionar una representacion razonable
de su origen evolutivo y divergencia, es asi que este enfoque no es completamente

aplicable a los virus, ya que carecen de un conjunto equivalente de genes
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universalmente conservados, es asi que una opcion viable seria enfocarnos por
clases de virus y sobre los cuales construir una filogenia, esta clasificacion viral esta
limitada por dos factores. En primer lugar, las bases de datos de genomas virales
actuales no reflejan la diversidad real de estos elementos en la biosfera y en segundo
lugar, la taxonomia viral, tal como la define el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV), se encuentra actualmente en un estado de cambio, con cambios que se
estan realizando y/o proponiendo, entre otros, al nUumero de rangos taxondémicos a
considerar, los criterios para definir cada rango especifico y la validez de los caldos
virales tradicionales, no basados en criterios moleculares. Sin embargo, en los ultimos
afios han surgido varias herramientas para clasificar virus ensamblados a partir de
metagenomas la mayoria de ellos basados en la similitud de secuencia mediante el
uso de BLAST o HMM.®?

Los enfoques basados en BLAST:

Para la asignacién taxondmica de genomas virales usan BLAST para identificar
similitudes entre los genomas de entrada y los genomas de referencia con taxonomia
conocida como se ve en la tabla 6. VIRIDIC alinea todos los genomas en un conjunto
de datos proporcionado por el usuario a través de BLASTn y luego procede a utilizar
un algoritmo de agrupacion jerarquica para agrupar los genomas virales en funcién
de sus similitudes de alineacion. VICTOR deriva distancias intergendémicas a partir de
comparaciones por pares de secuencias de nucleodtidos o aminoacidos de genomas
virales completos o parciales. VipTree utiliza tBLASTx para determinar similitudes por
pares de secuencias protedémicas putativas de un genoma de consulta frente a
genomas virales de referencia incluidos en la herramienta y genera un arbol
filogenético basado en dichas similitudes. La utilidad de estas tres herramientas esta
limitada por el grado de completitud de la consulta de contigs virales, el conocimiento
previo que pueda tener el autor sobre su taxonomia y la base de datos empleada.3®

Enfoques basados en Modelos de Markov

Los enfoques basados en Markov para la asignacion taxondmica de genomas virales
utilizan HMM y agrupacion de Markov para identificar similitudes entre los genomas

de entrada y los genomas de referencia con taxonomia conocida.
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e VPF-Class ejecuta una busgueda de HMM en tres conjuntos de datos
diferentes para determinar la clasificacion viral y la prediccion del huésped.

e GRAVITy obtiene HMM de perfiles proteicos a partir de agrupaciones de
proteinas ortélogas basadas en BLASTp y las utiliza para escanear genomas
virales completos para obtener informacion sobre su contenido y orientacion
génicos.

e VIRiIfy emplea informacion de presencia/ausencia de ViIPhOG para la
clasificacion de contigs virales metagenomicos.

e Classiphage aprovecha un enfoque combinado de construccién de HMM,
agrupamiento de cadenas de Markov y refinamiento de BLASTp para identificar
HMM Unicos para cada grupo de interés.

e VvCONnTACT construye grupos de proteinas de fagos mediante el agrupamiento

de Markov y genera similitudes por pares entre genomas.%?

Tabla 7. Comparacion de las herramientas para la clasificacion taxonémica de datos

metagendmicos de fagos

BLAST seguido de A F . "
VIRIDIC agrupacion jerarquica Version independiente Si
Distancias
VICTOR Intergenomicas Servicio web en linea No
derivadas de
explosiones
VipTree tBLASTX Servicio web en linea Si
Método Dougan y distancias tBLASTx y 4- = Debe ser implementado N/ A
Quake mer por el usuario
Clase VPF i 1AL EEnITE EhEReEs Version independiente Si
bases de datos
Presencia/ausencia y
Gravity sintenia de grupos Version independiente Si

ortélogos determinados

a través de HMM
VIRificar HMM de ViPhOG Servicio web en linea Si
Base de datos HMM

HMM refinados por disponible para

Clasifago BLASTp descarga_lr, las distancias Si
deben implementarse
automaticamente
Distancias derivadas de
vContact2 ULIZTE €2 PIOEEES 63 Version independiente Si

fagos basados en
Markov
Andrade-martinez, J. S.; Camelo, C.; Chica, A.; Forero-junco, L.; Lépez-leal, G.; Moreno-gallego, J. L.; Rangel-pineros, G.

Computational Tools for the Analysis of Uncultivated Phage Genomes.
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Capitulo 5. Analisis filogenético y evolucién molecular

Algo clave dentro del estudio de datos en las secuencias moleculares de virus
es la filogenética, que es el estudio de la relacién evolutiva en varios grupos de
organismos o entidades biolégica. En el contexto del estudio de virus, la filogenética
es utilizada para analizar y comparar secuencias moleculares, como el ADN o el ARN
viral. Al analizar las secuencias genéticas de diferentes cepas o variantes de un virus,
se pueden inferir su relacion evolutiva y determinar como han evolucionado y

divergido a lo largo del tiempo.%

El origen y la evolucién de los virus siguen siendo dificiles de explicar debido a la falta
de consideracion de la composicion completa de los proteomas virales. Quizas los
problemas mas desafiantes que plagan los estudios evolutivos profundos de los virus
son la rapida evolucion y las altas tasas de mutacién de la mayoria de los genes
virales, en especifico los virus de ARN. Esto dificulta la unificacion de las familias
virales, especialmente mediante el analisis filogenético basado en secuencias,
ademas se espera que el numero de familias virales sin orden aumente
continuamente, especialmente con el descubrimiento de nuevos virus de ambientes
atipicos y porque los genes de muchas familias virales no exhiben similitudes de
secuencia significativas, esto que las proteinas homoélogas a menudo divergen mas
alla del reconocimiento a nivel de secuencia después de que ha pasado un tiempo

evolutivo relativamente largo.%®

5.1. Métodos de alineacién de secuencias

El método de alineacién de secuencias para analisis filogenético es un paso
muy Util, pero a la vez costoso hablando computacionalmente debido al creciente
aumento de los datos de secuencia de ADN, estando estos datos muy fragmentados,
anteriormente estas alineaciones producian algoritmos automatizados que después
son verificados, sin embargo esto ya es ineficaz en la filogenética moderna y da como
resultado alineaciones que no los reproducibles, por lo que se ha empleado métodos
para automatizar por completo las alineaciones de grandes conjuntos de datos, se
pueden resumir que en este método hay tres categorias, un enfoque automatizado
usando software tradicional, un enfoque automatizado que incluya edicion manual y

visual y enfoques totalmente automatizados, para comprender como afectan estos
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métodos de resultados filogenéticos, se comparan las topologias de arboles
resultantes en funcion de estos diferentes métodos de alineacién usando multiples

métricas.%

Existen dos tipos de alineacion de secuencias: el alineamiento de secuencias en
pares (PSA) y el alineamiento de secuencias multiples (MSA). EI MSA es mas
ventajoso que el PSA, esto dependiendo del contexto biolégico, ya que considera
varios miembros de una familia de secuencias y, por lo tanto, proporciona mas
informacion biologica. EI MSA también es un requisito previo para analisis gendmicos
comparativos, que permiten la identificacion y cuantificacion de regiones conservadas
o motivos funcionales en una familia de secuencias completa, la estimacién de la
divergencia evolutiva entre secuencias e incluso el perfilado de secuencias

ancestrales.t”

El método de alineacion de secuencias (SA) se puede dividir en dos categorias:
alineamiento global y alineamiento local. El alineamiento global se lleva a cabo
cuando se evalta la similitud en toda la extension de las secuencias. Varios métodos
de MSA logran el alineamiento global, pero surgen dificultades cuando las secuencias
solo son homélogas en regiones locales, donde existe un bloque claro de
alineamiento sin brechas que es comun a todas las secuencias, o cuando hay
presencia de dominios reorganizados entre las secuencias relacionadas. En tales
casos, se realiza el alineamiento local para identificar las regiones similares
especificas en las secuencias. Cuando hay una gran diferencia en las longitudes de

las secuencias a comparar, generalmente se prefiere realizar el alineamiento local.®’
Alineamientos pareados

El alineamiento de secuencias en pares es la base sobre la cual se construye el
alineamiento de multiples secuencias, y se divide principalmente en dos tipos:
alineamiento local y alineamiento global. El alineamiento local se centra en encontrar
y alinear regiones similares en las secuencias, mientras que el alineamiento global se
ocupa de realizar una alineacién completa desde el principio hasta el final de las
secuencias. Un algoritmo ampliamente utilizado para el alineamiento global es el
algoritmo de Needleman-Wunsch, que se ha convertido en el algoritmo basico

utilizado en diversos programas de software de alineamiento de multiples secuencias.
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Este algoritmo generalmente se compone de dos pasos: el primero implica calcular
los estados de una matriz de programacion dinamica, y el segundo implica realizar un
seguimiento desde el estado final hasta el estado inicial de dicha matriz para obtener

la solucion de alineamiento.%8
Multiples secuencias

El calculo de una alineacién de multiples secuencias (MSA) exacta es un problema
computacionalmente complejo y, por lo tanto, el método exacto no se utiliza en la
practica para conjuntos de datos realistas debido a su dificultad. En su lugar, la
mayoria de los procedimientos de MSA son aproximaciones o heuristicas que ofrecen
soluciones de alineacién factibles dentro de un tiempo limitado. Dado que las
heuristicas existentes no siempre proporcionan la mejor solucién y debido al
crecimiento constante del tamafio de las bases de datos, actualmente se investiga el
desarrollo de nuevos métodos de MSA con un alto rendimiento para obtener
alineaciones de secuencias precisas. Existen tres categorias principales de enfoques

utilizados en MSA: los enfoques exactos, progresivos y los iterativos.
e Exactos

Es el método mas directo para producir alineamientos multiples de secuencias utiliza
la técnica de programacion dinamica para identificar la solucion de alineamiento
globalmente Optima. Para secuencias de nucledtidos puede usarse una matriz de
sustitucion, pero dado que solo hay cuatro caracteres estandar posibles por
secuencia, y que los nucleétidos individuales no difieren mucho en su probabilidad de

sustitucion

e Progresivos

Construyen un alineamiento multiple final realizando una serie de alineamientos de
pares sobre secuencias sucesivamente menos emparentadas tales métodos
comienzan alineando en primer lugar las dos secuencias mas cercanamente
relacionadas, para seguir alineando sucesivamente la siguiente secuencia del
conjunto problema mas emparentada con el alineamiento producido en el paso previo,
es asi que construyen automaticamente tanto un arbol filogenético como un

alineamiento
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e |terativos

Los métodos son un conjunto de métodos para producir alineamientos multiples de
secuencias que reducen los errores inherentes en los métodos progresivos pero este
enfoque mejora la eficiencia a costa de la precision. Los enfoques exactos tienden a

proporcionar alineaciones de alta calidad que se acercan mucho a lo 6ptimo.
5.2. Construccion de arboles filogenéticos

Recientemente, ha sido una dificultad poder reconstruir la historia evolutiva de
los virus, en promedio un virus se construye usando fragmentos de cédigos de uno o
MAs virus que son sus antepasados, la construccion de estos arboles filogenéticos se
puede clasificar en tres categorias principales, métodos de parsimonia, distancia,
maxima verosimilitud y bayesianos. En el método de distancia, si dos organismos que
comparten son cien puntos en comun o son mas similares entre si que dos
organismos cuyo ultimo punto en comun o fue més lejano. Por esta razén, deberia
ser posible inferir relaciones evolutivas a partir de similitudes encontradas entre
organismos. Recordemos que las distancias representan la disimilitud entre cada par
de organismos que representan las taxas. A partir de las distancias se genera una

matriz de distancias, la que se utiliza para generar un arbol filogenético.5°
e Parsimonia

El método de parsimonia mediante este método se obtienen arboles que ordenan las
ramas de modo tal que se minimiza el nimero de mutaciones que deben haber

ocurrido en el tiempo.
e Verosimilitud

En el método de maxima verosimilitud se calcula la probabilidad de que nuestros
datos hayan generado distintos arboles posibles y se devuelve el arbol que presenta

una maxima probabilidad
e Bayesianos

Que calcula una probabilidad posterior para cada arbol posible dado un modelo de

evolucion y unas observaciones. Es decir, dadas unas observaciones, la inferencia
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bayesiana actualiza las probabilidades de que los arboles sean correctos, y una
herramienta que se ha vuelto cada vez mas popular en los Ultimos afios es BEAST,
gue utiliza arboles filogenéticos con tiempo medido para analisis evolutivos
bayesianos, como la genética de poblaciones basada en el coalescente, la

filodinamica y la filogeografia.”®

5.3. Métodos para el analisis de recombinacion

La recombinacién genética es un proceso evolutivo importante que genera
gran parte de la diversidad genética sobre la que actia la seleccion natural. Los
patrones de recombinacién que son evidentes dentro de los genomas de dichos virus
pueden revelar mucho sobre su biologia y evolucion. Los patrones no aleatorios de
intercambio de secuencias entre individuos dentro de una especie pueden
proporcionar evidencia directa de subdivisiones de poblacién impuestas por el rango
de huéspedes o0 geograficas que evitan que ciertos individuos se recombinen, es asi
gue los patrones de intercambio de secuencias entre virus en diferentes especies
pueden revelar vinculos ecoldgicos que de otro modo serian indetectables entre

algunas especies y barreras entre otras.

Debido a la gran variedad, es necesario tener estrategias para generar diversidad
genética, asi que sufren los virus cambios genéticos como lo son la mutacién puntual
y la recombinacion, la recombinacién ocurre cuando minimo dos genomas virales
coinfectan la misma célula del hospedero y a la vez intercambian segmentos
genéticos, hay varios tipos de recombinacion como lo son la recombinacién homologa
gue ocurre en el mismo sitio en ambas cadenas parentales, no la homologa,
originando frecuentemente estructuras aberrantes y una no muy comudn la
recombinacion por reordenamiento que ocurre en el virus con genomas
segmentados, que pueden intercambiar segmentos completos del genoma, esta
recombinacion es muy util, ya que es un fenomeno generalizado en los virus y puede

tener un gran impacto en su evolucion.

Dada la frecuencia, relevancia e impacto de la recombinacién en la evolucion viral, no
sorprende que se hayan desarrollado muchos enfoques bioinformaticos para detectar
y estimar con precision su ocurrencia en los genomas virales. Algunas de estas

herramientas ya aprovechan los datos genOmicos generados mediante la
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secuenciacion de alto rendimiento. No obstante, las nuevas oportunidades que
ofrecen estas tecnologias también vienen con algunos desafios analiticos serios que

deben ser considerados.’*

El no estimar la recombinacion puede llevar a la mala cuantificacion de las presiones
de seleccion y las estimaciones filogenéticas, es esencial realizar un analisis de
deteccion de recombinacién en los analisis filogenéticos. Los métodos para detectar

la recombinacion se pueden dividir en cuatro categorias:

e Los métodos de distancia utilizan las diferencias genéticas entre secuencias
en diferentes posiciones a lo largo del genoma para identificar la presencia de
recombinacion.

e Los métodos filogenéticos exploran inconsistencias entre las topologias de
arboles de diferentes partes del genoma.

e Los métodos de compatibilidad son enfoques filogenéticos que prueban, sitio
por sitio, si cada sitio es compatible con el mismo arbol.
e Los métodos de distribucion de sustituciones evalian el ajuste a una

distribucioén estadistica esperada o la agrupacion significativa de sustituciones.

Una vez que se ha tenido en cuenta la recombinacién, es posible que se desee
reconstruir la dindmica evolutiva y epidemioldgica de la parte no recombinante del
genoma viral. La reconstruccion filogenética puede ser basada en distancia (por
ejemplo, vecino mas cercano) o basada en caracteres (por ejemplo, parsimonia

maxima, maxima verosimilitud o inferencia bayesiana).

En los genomas virales las distribuciones de puntos de ruptura de recombinacion que
son evidentes y se pueden revelar detalles de los procesos mecanicos y bioquimicos
gue subyacen a la recombinacion, las fuerzas selectivas que limitan la supervivencia
y proliferacion de los recombinantes, de aqui viene la importancia de la
recombinacion, otra razon importante para analizar los patrones de recombinacion en
los genomas de virus es minimizar el impacto perturbador que la recombinacion

puede tener en otros andlisis de evolucion molecular basados en la filogenia.
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Una herramienta basada en métodos filogenéticos es RDP4 es la ultima version del
programa de deteccidbn de recombinacion (RDP), un programa informatico de
Windows que implementa una amplia gama de métodos para detectar y visualizar la
recombinacion y eliminar la evidencia de recombinacién de las alineaciones de
secuencias del genoma del virus. RDP4 es capaz de analizar el doble de secuencias
gue son hasta tres veces mas largas que las que podian analizar las versiones
anteriores del programa. La caracteristica clave de RDP4 que lo diferencia de otras
herramientas de deteccion de recombinacion es su flexibilidad. Se puede ejecutar en
modo totalmente automatizado desde la interfaz de linea de comandos o con una
interfaz de usuario rica en gréaficos que permite la exploracion detallada tanto de los
eventos de recombinacion individuales como de los patrones generales de

recombinacion.’”?

Por otro lado, otro programa para la deteccion de recombinacion GARD es un
algoritmo genético para la deteccién de recombinacion implementa un enfoque de
algoritmo genético para detectar alineaciones en busca de evidencia de incongruencia
filogenética, que se interpreta como un sello distintivo de recombinacién, conversién
de genes o procesos similares. La salida de GARD es una alineacién dividida en
formato NEXUS, con arboles especificos de particion, que representan fragmentos

supuestamente no recombinantes.’?

5.4. Métodos para el analisis de seleccién natural

La seleccion natural actia sobre los organismos celulares asegurando que los
genes responsables den un fenotipo ventajoso. Esto es posible porque las células
reproductivas de estos organismos son casi siempre haploides, separando el gen

beneficioso de su alelo rival en cada generacion.

En el caso de los virus, realizan copias del genoma viral por medio de la replicacion,
creando asi el entorno copias del genoma viral, donde algunas de ellas experimentan
cuello de botella, lo que permite que la seleccion natural recompense las mutaciones

beneficiosas y, purgue los errores letales.

La seleccidn actua sobre las diferencias fenotipicas, esto simplemente significa que,

dentro de una poblacion de la misma especie que vive en condiciones casi idénticas,
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algunos individuos pueden manifestar ciertas caracteristicas fisicas o de
comportamiento, fenotipos, que les permiten superar a otros, esta regla de la
seleccidn natural es que la diferencia fenotipica bajo la seleccion debe ser heredable,
lo que significa que debe deberse a diferencias en genes especificos, con frecuencia

en forma de variantes alélicas del mismo gen ancestral.

El aumento de la frecuencia del gen beneficioso en la poblacién, a su vez, permite
gue mas individuos expresan un fenotipo ventajoso, perpetuando el ciclo virtuoso de
la seleccion natural. La seleccion purificadora no puede ocurrir a menos que la

mutacion letal afecte a los alelos funcionales.

De hecho, la mayoria de las enfermedades hereditarias causadas por genes mutantes
con pérdida de funcidn, son recesivas y manifiestan sus fenotipos fatales solo cuando
los genes mutados son homocigotos, estando completamente separados de sus
alelos funcionales.”®Por lo tanto, la seleccién natural es un proceso evolutivo que se
caracteriza por la supervivencia diferencial de individuos con diferentes genotipos en

una poblacién.”™

Las mutaciones que ocurren en el genoma pueden o no alterar el fenotipo de un
organismo, lo que a su vez puede afectar su adaptacion. La mayoria de las nuevas
mutaciones que surgen en una poblacion disminuyen la adaptabilidad de los

individuos que las portan, y se conocen como mutaciones deletéreas.

Estas mutaciones son seleccionadas en contra y eventualmente eliminadas de la
poblacion. Este tipo de seleccién se conoce como seleccion negativa o purificadora.
Sin embargo, en ocasiones, una mutacion puede aumentar la adaptabilidad de los

individuos que la poseen.

A esta mutacion se le considera ventajosa, y la fuerza que impulsa su incremento en

la frecuencia en la poblacién se conoce como seleccién positiva o diversificadora.”

Los enfoques mas ampliamente empleados para detectar la existencia de seleccion
se basan en la observacion de la relacion dN/dS o w, la cual compara las tasas de
sustituciones no sinénimas por sitio no sinénimo (dN) con las tasas de sustituciones

sinbnimas por sitio sinonimo (dS). Estos métodos parten del supuesto de que las
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mutaciones sindnimas son neutrales, es decir, no afectan la aptitud del individuo que

las porta.

Por lo tanto, los valores obtenidos de la relacién dN/dS se interpretan de la siguiente

manera:
dN/dS = 1 indica neutralidad.
dN/dS < 1 sugiere seleccion negativa.
dN/dS > 1 indica seleccién positiva.

Los métodos modernos de dN/dS utilizan la informacion filogenética y la
reconstruccion de caracteres ancestrales, ademas de modelos estadisticos, para
determinar el niumero y tipo de sustituciones que han ocurrido en los codones.
También tienen la capacidad de calcular el dN/dS de forma individual para cada
codon, asi como para cualquier conjunto de codones presentes en un alineamiento,

lo que permite localizar con precisién la adaptacion molecular de un gen.’®

Identificar las presiones de seleccion que han moldeado la evolucion molecular de un

virus. Los métodos disponibles para esto se pueden dividir en tres clases:

e Métodos de conteo que enumeran el numero de sustituciones no sinénimas y
sinénimas a lo largo de la filogenia.

e Modelos de efectos aleatorios que asumen una distribucién de tasas en
diferentes sitios y deducen las tasas de sitios individuales segun la distribucién.

e Modelos de efectos fijos que estiman la tasa de sustituciones no sinénimas a

sinbnimas con base en cada sitio.

Una consecuencia de las fuerzas evolutivas ha ocasionado una diversidad genética
existente, siendo esta una problematica para el andlisis comparativo en secuencias
modernas, estos avances en la generacion de secuencias y la mayor sofisticacion
estadistica de los métodos relevantes ahora permiten a los investigadores extraer
cada vez mas sefales evolutivas de los datos, aunque a un mayor costo
computacional. Para ellos existen diferentes herramientas como Hyphy o

Daratamoney y PAML.””
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Hyphy es la version stand alone de Datamonkey 2.0, una version completamente
redisefiada del servidor web de Datamonkey para analizar formas evolutivas en datos
de secuencia. Datamonkey 2.0 proporciona una coleccion cuidadosamente

seleccionada de métodos para detectar huellas de seleccién natural.”’

Dentro de Datamonkey 2.0 incluye pruebas estadisticas para caracterizar las fuerzas
evolutivas que han actuado en la alineacion de secuencias, que son métodos

disefiados para andlisis exploratorios y pruebas, estos son:”®
* SLAC

El conteo de antepasados de probabilidad unica o (Single Likelihood Ancestor Countin
en inglés) SLAC es un método basado en el conteo de sustitucion para identificar
sitios que pueden haber experimentado una seleccion diversificadora o purificadora
generalizada. Es capaz de manejar conjuntos de datos mas grandes, pero
generalmente tiene el poder estadistico mas bajo de todos los métodos especificos

del sitio.
e FEL

La probabilidad de efectos fijos, o FEL es un método de maxima verosimilitud utilizado
para identificar sitios que pueden haber experimentado una seleccién diversificadora
o purificadora generalizada al probar individualmente (dN/dS#1) en cada sitio de la

alineacion.
e BUSTED

La prueba estadistica sin restricciones de sitio de rama para la diversificacion
episddica, o BUSTED es una prueba de razén de verosimilitud para la evidencia de
seleccidén diversificadora que afecta algunos sitios no especificados en la alineacion

a lo largo de algunas ramas no especificadas en el arbol.

Es mas adecuado para la deteccion de alineaciones relativamente pequefias donde
los métodos centrados en el sitio o en la rama tienen poco poder estadistico para
detectar eventos selectivos locales. Al agregar sefiales en sitios y ramas del arbol,

BUSTED puede lograr una mayor potencia en pequefios conjuntos de datos.
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e FUBAR

La aproximacion bayesiana rapida sin restricciones, o FUBAR es un método
disefiado para identificar sitios que pueden haber experimentado una seleccién
generalizada de diversificacion o purificacidn. Utiliza una aproximacién estadistica
basada en principios para limitar el nimero de costosas evaluaciones de

probabilidad y es adecuado para grandes conjuntos de datos.
e MEME

El Modelo de Evolucion de Efectos Mixtos, 0 MEME incluye una prueba de razén de
verosimilitud para detectar sitios individuales sujetos a una seleccién diversificadora
episddica. A diferencia de SLAC, FEL y FUBAR, MEME puede identificar sitios donde
solo algunas de las sucursales han experimentado presion selectiva. Con un conjunto
de datos lo suficientemente grande, MEME proporciona la mayor potencia en

Datamonkey 2.0 para detectar la seleccion a nivel de sitio
e ABSREL

El método adaptativo Branch-Site Random Effects Likelihood, o aBSREL evalla la
evidencia de seleccién positiva que afecta a ramas individuales, que se puede
especificar a priori o0 examinar exhaustivamente. EI método también determina qué
ramas admiten modelos evolutivos mas complejos y, por lo tanto, se puede utilizar
para una estimacion mas precisa de las longitudes de las ramas en secuencias de

codificacion heterotachous para la datacion del reloj molecular
e RELAX

Este es un método especializado que prueba formalmente si la seleccién se ha
relajado o intensificado en una coleccién de ramas especificadas a priori en el arbol
en relacion con otras. RELAX también es mas util en general para comparar

regimenes selectivos en diferentes partes del arbol

Por otro lado la teoria neutral de la evolucién molecular, donde dice que la mayor
parte de la variacion observada dentro y entre especies no se debe a la seleccion
natural, sino mas bien a la fijacion aleatoria de mutaciones con poca importancia para

el medio, entonces estas mutaciones suelen ser ventajosas, pero son raras a nivel
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molecular, estas mutaciones ventajosas en genes y genomas hacen posible dar forma
a lamorfologia, el comportamiento y la fisiologia de las especies, o de las divergencias

de las especies y las innovaciones evolutivas.

Detectar la adaptacion molecular nos permite asi lograr una mejor comprension del
proceso evolutivo. Los genes que codifican proteinas, se puede diferenciar las
sustituciones sindnimas o silenciosas, que son sustituciones de nucleo6tidos que no
cambian el aminoéacido codificado de las sustituciones no sinénimas o de reemplazo,
estas son sustituciones que si cambian el aminoacido. Debido a que la seleccion
natural opera principalmente a nivel de proteina, las mutaciones sinénimas y no
sinbnimas estan bajo presiones selectivas muy diferentes y fijadas a ritmos muy

diferentes.

Es asi que con la tasa de sindnimos actuando como punto de referencia, se puede
decir si la fijacibn de mutaciones no sinénimas en la poblacion se acelera o se
desacelera por la seleccion natural que actia sobre la proteina. Por lo que la
comparacion de las tasas de sustitucién sindbnimas y no sinénimas puede revelar la
direccion y la fuerza de la seleccidén natural que actia sobre la proteina, un gen con
una tasa acelerada de sustitucion no sinénima, indicada por la relacion de tasa no
sinénima/sinénima dN /dS > 1, se dice que esta bajo seleccién positiva, debido a que

son datos de secuencias codificantes de nucledétidos.

Este tipo de prueba es particularmente eficaz para detectar seleccion diversificada o
seleccion equilibrada, ya que utiliza sustituciones no sinénimas excesivas como
evidencia de que la seleccién natural ha ayudado a la fijacion de mutaciones no
sinbnimas. Las pruebas basadas en dN / dS pueden ser menos efectivas cuando se
aplican a datos de la misma especie debido a la falta de divergencias en la secuencia
y a las complicaciones en la interpretacion de la relacion dN / dS. Es por ello que
CODEML en el paquete PAML se ha utilizado ampliamente para analizar secuencias
de genes que codifican proteinas para estimar las tasas sinénimas y no sinébnimas
(dS y dN) y para detectar la seleccion darwiniana positiva que impulsa la evolucién en

las secuencias codificantes.”®
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5.5. Métodos para analisis de coevolucién

Una coevolucion se puede referir a patrones compensatorios mutacionales en
donde se preserva la funciéon de la proteina, las glicoproteinas que tiene la envoltura
viral, median la entrada de los virus envueltos en sus células huésped, estas estan
formadas por sefales de coevolucion que le dan a los virus cierta plasticidad para
evadir anticuerpos neutralizantes sin alterar mecanismos de entrada viral, es por ello
gue con un analisis de coevolucion se puede predecir importantes caracteristicas
estructurales y reordenamientos de complejos de proteinas virales mediante analisis

computacionales.’

La deteccion de residuos coevolutivos en una proteina mediante el andlisis
comparativo de secuencias génicas homologas es una importante fuente de evidencia
para la caracterizacion funcional y/o estructural de las proteinas, es asi que el analisis
comparativo de secuencias de nucleétidos no codificantes puede revelar una
estructura secundaria, pero al no abordar la naturaleza evolutiva de la variacion de la
secuencia, tales métodos son susceptibles a asociaciones espurias entre sitios debido
a la identidad por descendencia y que las pruebas de asociacion por pares no pueden
capturar interacciones de orden superior y no proporcionan un medio para compilar

el panorama general de una lista de pares significativos.

La herramienta Spidermonkey proporciona una interfaz web facil de usar para un
marco para detectar sitios coevolutivos a partir de secuencias de nucleétidos o
proteinas codificantes y no codificantes, que combina técnicas filogenéticas y de
aprendizaje automatico para abordar estos problemas, la historia de los eventos de
sustitucién se infiere a partir de una alineacion utilizando métodos filogenéticos

estandar.

Si un arbol no se carga con la alineacion, entonces se estima utilizando el método de
unién de vecinos, los conjuntos replicados de secuencias ancestrales se pueden
volver a muestrear a partir de la distribucién de probabilidad posterior y analizarse en
paralelo. Para los datos de codones, solo las sustituciones no sinénimas se conservan
para analisis posteriores. Los sitios invariantes se excluyen automaticamente en todos
los casos. Los patrones correlacionados de sustituciones en el arbol implican una

coevoluciéon entre sitios. La distribucién conjunta de sustituciones en el arbol se
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codifica como una matriz de estado binaria, en la que cada fila corresponde a una
rama Unica y cada columna a un sitio en la alineacion, y se analiza mediante modelos
graficos bayesianos (BGM). Un BGM es una representacion compacta de una
distribucion de probabilidad conjunta en la que cada nodo representa una variable

aleatoria distinta.

Es por ello que Spidermonkey es un componente del conjunto de herramientas
filogenéticas de Datamonkey que proporciona métodos para detectar sitios
coevolutivos a partir de una alineacion multiple de secuencias homologas de
nucleo6tidos o aminoacidos. Reconstruye el historial de sustitucion de la alineacion
mediante meétodos filogenéticos basados en la maxima verosimilitud y luego analiza
la distribucion conjunta de los eventos de sustitucion utilizando modelos gréaficos

bayesianos para identificar asociaciones significativas entre sitios.’®

Capitulo 6. Herramientas especializadas para la Busqueda de hospederos
virales

Predecir la asociacion virus-huésped es esencial para comprender como
interactban los virus con las especies huésped y descubrir nuevas terapias para
enfermedades virales en humanos y animales. Las herramientas computacionales
permiten un descubrimiento rutinario de virus previamente desconocidos en muestras
metagendmicas de una amplia gama de entornos, herramientas computacionales
para predecir huéspedes procariéticos a partir de secuencias de virus derivadas del
metagenoma en funcién de las sefiales moleculares de la coevolucién virus-huésped,
incluida la homologia de secuencias, la similitud de la composicion de secuencias

entre los virus y sus huéspedes.&

Se han desarrollado varias herramientas computacionales para predecir el hospedero
de un virus mediante el analisis de su secuencia de ADN o ARN, las coincidencias
con las secuencias espaciadores del CRISPR (en inglés: Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats). Estos métodos se pueden dividir en tres
enfoques generales: aprendizaje supervisado, modelos probabilisticos y
clasificaciones de similitud. Todos estos enfoques requieren caracteristicas con las
gue se pueda clasificar la secuencia de entrada. Las caracteristicas utilizadas para la

clasificacion son principalmente k-mer basadas en varios tamafios de k entre 1 y 8.
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En el caso de modelos probabilisticos y clasificaciones de similitud, no solo se deben

analizar los genomas virales, sino también los genomas del hospedero.8!

Los métodos computacionales para predecir el o los hospederos de los fagos en
funcidn de su secuencia gendémica actualmente son objeto de investigacion activa, las
herramientas existentes de prediccién del hospedero aprovechan varios niveles y
patrones de similitud de secuencia entre los genomas del fago y del huésped o utilizan
un enfoque comparando el fago consultado con una base de datos de virus con virus

conocidos.

En las herramientas basadas en el huésped, la similitud de secuencia entre los
genomas del fago y del huésped puede detectarse a través de la alineacion de
secuencias, alternativamente, las herramientas basadas en el huésped pueden
basarse en enfoques sin alineacion. Por el contrario, las herramientas basadas en
fagos no se basan en la similitud fago-huésped, sino que extraen informacién de una
base de datos de fagos y arqueovirus de referencia con hosts conocidos, se han
desarrollado varias herramientas automatizadas que aprovechan el aprendizaje

automatico para obtener una prediccion de host integrada.

La identificacién del huésped viral es esencial para la caracterizacion de los fagos, ya
gue dependen del huésped para su replicacién. Actualmente, el método mas comun
utilizado para determinar el huésped de un fago es a través de cultivos, pero esto
puede ser ineficiente, lento y costoso, hay varios enfoques para predecir las
relaciones fago-huésped; en su mayor parte, se basan en perfiles de abundancia,
homologia genética, CRISPR, coincidencias exactas o perfiles de oligonucledétidos
estos se dividen en dos grupos principales en funcién de su uso de alineacién de

secuencias: métodos basados en alineacion o sin alineacion.

Los métodos basados en alineacion se basan en busquedas de similitud de secuencia
entre un virus de consulta y un genoma huésped, ya que los virus y los huéspedes
pueden compartir genes y secuencias de nucleétidos cortas. Los métodos sin
alineacion predicen el huésped de un virus en funcioén de los k-meros, concurrentes
de los fagos con huéspedes conocidos o la similitud de las firmas de secuencia entre

los virus y sus huéspedes.??
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La agrupacion de los datos virales se ha realizado utilizando los enfoques
tradicionales basados en secuencias o enfoques basados en redes. Uno de los
programas para la prediccion de hospederos es WIsH predice huéspedes
procaridticos de fagos a partir de secuencias contig de fagos. WIsH opera mediante
la comparacion de secuencias gendémicas de fagos con las secuencias genémicas de
hospedadores procariotas conocidos. Utiliza un método estadistico para determinar
la probabilidad de que un fago tenga su origen en un hospedador procariota
especifico. WIsH ha demostrado tener una gran precision en la prediccién de los
hospedadores de fagos. Al predecir el género del hospedador dentro de 20 géneros
para contigs de fagos de 3 kbp de longitud, su precision promedio alcanza el 63%.
Esta precisidon es significativamente mayor que la de otras herramientas utilizadas

para predecir los hospedadores de fagos.*®

La herramienta VirHostMatcher predice hosts bajo el supuesto de que los genomas
del virus y del huésped a menudo tienen frecuencias de oligonucledtidos similares.
Ademas, se han desarrollado un clasificador para distinguir entre fagos y virus que
infectan a células eucariotas. Una de las estrategias desarrolladas para la deteccion
viral y su posterior clasificacion es considerar las proteinas virales como blanco. Las
familias de proteinas virales (VPF) se han utilizado ampliamente en la identificacion

de nuevas secuencias virales en grandes conjuntos de datos.>°

La herramienta VPF-Class, es una herramienta para clasificar genomas virales con
respecto a la taxonomia y la prediccion del huésped en multiples niveles taxondémicos.
Una de las ventajas de nuestra herramienta es proporcionar una asignacion
taxonodmica, asi como una prediccion del huésped de cada genoma viral en lugar de

una agrupacion de datos virales.®3

La herramienta HostPhinder que predice el huésped bacteriano de un fago en funcion
de su secuencia gendmica. Utiliza una base de datos de referencia de fagos con
huéspedes conocidos y mide la similitud genética entre el fago consultado y los fagos
de la base de datos. Cuanto mas similares genéticamente sean dos fagos, mas

probable es que compartan el mismo huésped bacteriano.
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HostPhinder fue desarrollado por un equipo de investigadores de la Universidad
Técnica de Dinamarca. Se publicé por primera vez en 2016 y desde entonces se ha
utilizado para predecir los huéspedes de una amplia variedad de fagos. HostPhinder
se basa en una base de datos de referencia de fagos con hosts conocidos. La base
de datos contiene las secuencias del genoma de més de 10.000 fagos y se actualiza
periddicamente. HostPhinder utiliza esta base de datos para medir la similitud
genética entre un fago de consulta y los fagos de la base de datos. Cuanto mas
similares genéticamente sean dos fagos, mas probable es que compartan el mismo

huésped bacteriano.

Se ha demostrado que HostPhinder es muy preciso en la prediccion de hosts de
fagos. En un estudio publicado en 2016, HostPhinder pudo predecir correctamente el
huésped de un fago el 92 % de las veces. Esto convierte a HostPhinder en una
herramienta valiosa para los investigadores que estudian fagos.®*

VirusHostDB, es una base de datos para la busqueda de hospederos, la base de
datos contiene informacion sobre los anfitriones de més de 10.000 virus, incluidos: El
tipo de virus (por ejemplo, bacteriéfago, virus vegetal, virus animal), el organismo
huésped (por ejemplo, bacterias, plantas, animales), el rango de hosts (es decir, el
rango de hospederos que un virus puede infectar), La secuencia del genoma del virus
y Las referencias bibliogréficas para la asociacion huésped-virus.

VirHostDB se puede utilizar para buscar virus que infecten a un organismo huésped
en particular o para buscar hospederos que estén infectados por un tipo de virus en
particular. La base de datos también se puede utilizar para visualizar el rango de host
de un virus o para identificar posibles nuevos hosts para un virus. VirHostDB es un
recurso valioso para los investigadores que estudian virus y sus anfitriones. Es una
base de datos completa y actualizada que se puede utilizar para responder a una

amplia variedad de preguntas sobre las interacciones virales con el huésped.

VirHostDB, es una base de datos completa que contiene informacion sobre los
anfitriones de mas de 10.000 virus. Se actualiza regularmente, por lo que puede estar
seguro de que la informacion esta actualizada. Es gratuito y de acceso abierto, por lo

gue cualquiera puede usarlo.
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Los métodos sin alineacion, de identificacion de hospedero, usan los perfiles de k-
mer, y utilizan la composicion de nucleétidos para predecir el huésped de un genoma
viral. Algunos virus adaptan su composicion de oligonucledtidos a la del huésped que
infectan, un proceso que puede estar impulsado por la adaptacion del uso de codones
a la maquinaria de traduccion y al grupo de ARNt disponible en la célula huésped, el
intercambio del material genético, la coevolucion de secuencias reguladoras, y/o una

evasion de los sistemas de defensa del huésped.

Asi que es necesario identificar el genoma procarionte con la mayor similitud
significativa con un genoma viral, las herramientas que explotan los perfiles de k-mer
asumen que el genoma procariota es el huésped del virus en cuestidn, existen
enfoques dependientes de la alineacion para evaluar la similitud entre los genomas
viral y procariota. Estos métodos asumen que el intercambio de informacién genética

entre genomas virales y procariotas es indicativo de asociaciones virus-huésped.

Los fragmentos genéticos especificos, aunque cortos, pueden ser informativos para
este propdsito, como los espaciadores CRISPR y los genes de ARNt, mientras que
las coincidencias mas largas, como los genes completos o los profagos integrados,
también pueden proporcionar una indicacion del vinculo virus-huésped, el contenido
de genes de las secuencias virales se puede investigar en busca de genes
marcadores especificos que sean indicativos del huésped, como los genes de
fotosintesis para cianéfagos. Todos estos enfoques se han utilizado ampliamente en

estudios metagendémicos virales para predecir huéspedes de virus no cultivados.

EvoMIL es un método de aprendizaje profundo que predice la asociacién virus-
huésped a nivel de especie solo a partir de la secuencia viral. El método combina un
modelo de lenguaje de proteinas grandes preentrenado y aprendizaje de instancias
multiples basado en la atencién para permitir predicciones orientadas a proteinas.
Cabe recalcar que EvoMIL también estima la importancia de las proteinas individuales
en la prediccion y las asigna a un paisaje incrustado de todas las proteinas virales,

donde las proteinas con funciones similares se agrupan claramente.®

PhisDetector combina varios métodos basados en alineacion como sin alineacion, y

utiliza un conjunto de enfoques de aprendizaje automatico para evaluar la confianza

68



de cada posible par fago-huésped. VirHostMatcher-Net propone integrar tanto la sefial
de virus-virus como la de virus-huésped en una red modelada de virus-huésped, a
partir de la cual se evaluan los posibles pares de virus-huésped mediante una
regresion logistica. Si bien ambas herramientas mostraron mejoras potenciales en
comparacién con los métodos individuales, ninguno de los puntos de referencia
proporcionados sugirié que podrian alcanzar una tasa de descubrimiento falso (FDR)

baja (<10 %) a nivel de género del huésped, incluso con los limites mas estrictos.

iPHoOP es un enfoque de aprendizaje automatico de dos pasos que predice los
hospedadores de virus derivados de metagenomas. El primer paso utiliza un enfoque
basado en fagos para identificar genes especificos de un género de hospedador en
particular. El segundo paso utiliza un enfoque basado en hospedadores para
identificar genes compartidos por un grupo de géneros de hospedadores. El flujo de
trabajo iPHoOP fue evaluado en un conjunto de datos de 216,015 genomas de fagos
derivados de metagenomas. Fue capaz de predecir el género del hospedador del 86%
de los fagos con una tasa de falsos positivos del 10%,y puede utilizarse para
identificar los hospedadores de nuevos fagos y para estudiar la ecologia de los virus
en el medio ambiente, ademas permite una prediccién de género huésped de alta
confianza (estimado <10 % FDR) para fagos en una amplia gama de ecosistemas.
iPHOP es una herramienta poderosa para predecir los hospedadores de virus

derivados de metagenomas.®’

Capitulo 7. CRISPR-Cas y Virus

Las infecciones virales emergentes y reemergentes soy hoy un problema de
salud global, un ejemplo reciente y claro, la pandemia por el nuevo coronavirus
causante de la COVID-19, la identificacion rapida, sensible, especifica y desplegable
en el campo de los virus actuales es fundamental para la vigilancia, el control y el
tratamiento de enfermedades. Las deficiencias de los métodos actuales crean una
necesidad inminente de desarrollar nuevas plataformas de biodeteccidn. Sistemas
CRISPR-Cas(Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats), asi como
su proteina asociada Cas (CRISPR associated), especialmente CRISPR-Casl2a y
CRISPR-Casl13a, se han caracterizado por su sensibilidad, especificidad, alta

resolucién de base y programabilidad sobre acido nucleico, para el reconocimiento de
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secuencias, y se han reutilizado para el diagndstico molecular, abriendo un nuevo
camino en la biodeteccion. Ademas, son el nucleo de algunas herramientas de
diagndstico sdlidas, que estan revolucionando la forma en que se pueden detectar los
virus. Por lo que CRISPR es reconocido como el sistema inmunitario adaptativo junto

con proteinas Cas contra el ADN y virus extrafios invasores en bacterias y arqueas.

De acuerdo con la organizacion de la proteina efectora, los sistemas se dividen en
dos clases principales distintas, denominadas Clase 1 y Clase 2, que se subdividen
en diferentes tipos y subtipos. Los sistemas de clase 1 incluyen los tipos I, lll y IV, que
utilizan complejos efectores de multiples proteinas. A diferencia de la Clase 1, los
sistemas de Clase 2 utilizan efectores de una sola proteina. Segun las proteinas
efectoras, los sistemas de Clase 2 se pueden dividir en tres tipos y varios subtipos,
gue incluyen sistemas CRISPR de tipo Il como Cas9, sistemas de tipo V como Casl12

(también conocido como cpfl) y sistemas de tipo VI como Cas13.88

Los sistemas de repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas (CRISPR) son un conjunto de herramientas versatiles de edicién de
genes que realizan diversas funciones revolucionarias en diversos campos de
aplicacion, como practicas agricolas, industria alimentaria, biotecnologia, biomedicina

e investigacion clinica.

En especial, como método antiviral novedoso de eleccidn, el sistema CRISPR/Cas9
se ha explotado de forma amplia y eficaz para luchar contra los virus infecciosos
humanos. Para facilitar la eliminacion de virus, el sistema CRISPR/Cas9 ya se ha
personalizado para conferir nuevas capacidades antivirales a los animales
huéspedes, ya sea modificando el genoma del huésped o dirigiéndose directamente
a los factores virales inherentes en forma de ADN. Entre las estrategias, la técnica de
edicion del genoma de repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas (CRISPR)/Cas, como un descubrimiento historico, ha entrado en el
campo de la investigacion biomédica y la investigacion de la terapia génica, que es
muy prometedora para abordar los virus humanos infecciosos graves, el éxito de las
modificaciones del genoma a través del aparato CRISPR/Cas9 en células humanas
cultivadas ha abierto una nueva ruta para la terapia génica en biomedicina
investigacion. La edicion de genes es un proceso combinado de introduccion de

escisiones de ADN especificas del sitio por parte de nucleasas y el uso de vias
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celulares naturales para reparar las roturas de ADN. Se pueden crear rupturas de
doble cadena de ADN exdgeno en los genomas por medio de varias plataformas de
CRISPR. /Cas sistemas de nucleasas. Luego, las reparaciones de ADN celular
iniciadas por lesiones de ADN se completan a través de la via de reparacion dirigida
por homologia (HDR) con plantillas de reparacion o la via de union de extremos no
homélogos (NHEJ) sin plantillas de reparacién.

Por ende, la metodologia CRISPR/Cas9 con su diversidad funcional presenta una
gran promesa para atacar diversas fases del ciclo de replicacién de los virus y tiene
la capacidad de llevar a cabo una terapia genética efectiva y sostenida contra los virus
gue afectan a los seres humanos. En este sentido, en la tabla 8 se resumen, los
principales usos de CRISPR para abordar los principales virus infecciosos humanos,
como el VIH, el VHB, el VPH y otros como se aprecia en la tabla 8 donde se aplica la

tecnologia para encontrar vias de sefializacion en infecciones de estos virus.

Tabla 8. Sitios de orientacion de CRISPR-Cas9 en diferentes infecciones virales.
Aplicar la tecnologia CRISPR-Cas9 para apuntar a los genomas de virus y encontrar

vias de sefializacion que estén involucradas en las infecciones de virus

Lineas celulares de

SENAL, LI, linfoma de Burkitt Transfeccion
EBNA3C p ..
Célula Raiji
Epstein—Barr Linea celular de
virus BVRF1 cancer gastrico, Transfeccion
VEB SUN719y YCCEL1
BARTS, BART6 R Gl e y
0 BART16 carcinoma gastrico Transduccion
SNU-719
Human T- Region pX ED de células T Transduccién
Lymphotropic
virus 1 RNF8 células HelLa Electroporacion
HTLV1
Linea celular de
John oligodendroglioma
cunningham Antigeno T humano, células Transfeccion
virus gliales fetales

humanas primarias
Lin, H.; Li, G.; Peng, X.; Deng, A.; Ye, L.; Shi, L.; Wang, T.; He, J. The Use of CRISPR/Cas9 as a Tool to Study Human Infectious

Viruses. Front. Cell. Infect. Microbiol. 2021, 11 (August), 1-14. https://doi.org/10.3389/fcimb.2021.590989.
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Capitulo 8. Herramientas de predicciéon de estructura viral

Para saber de la base molecular de la funcién de una proteina es necesario el
conocimiento de su estructura nativa, lo que hoy en dia es un desafio cada vez mayor,
ya que hay una brecha creciente entre las proteinas con estructuras
experimentalmente conocidas y proteinas sin estructuras conocidas, frente a la
inmensa cantidad de datos, por lo que existe una coleccidn de datos automatizados
como herramientas bioinformaticas que ayudan a la determinacion de la estructura de

una proteina a partir de su secuencia de aminoacidos.*°

La informacion 3D es fundamental en la investigacion basica, para comprender los
mecanismos detras de la entrada y replicacién viral, asi como en el disefio de
farmacos basados en la estructura, para determinar nuevos objetivos antivirales, o en
el desarrollo de vacunas, para estudiar los efectos de nuevas mutaciones en la unién
antigeno-anticuerpo, una técnica innovadora, el modelado de proteinas de novo, no
requiere una estructura de plantilla y puede complementar los métodos existentes.
Los modelos basados en plantillas suelen ser mas precisos que los de novo; sin
embargo, la primera técnica depende de estructuras previamente resueltas de
proteinas homologas o complejos de proteinas, mientras que la Ultima puede
aplicarse a proteinas nuevas. El modelado de formas 3D de las proteinas virales y
sus complejos clave brinda conocimiento estructural del virus varios meses criticos
antes de lo que pueden hacerlo los experimentos. Ademas, una nueva generacion de
herramientas de modelado de proteinas impulsadas por inteligencia artificial (1A),
como AlphaFold2 proporciona una mejora aun mayor en los modelos de proteinas
para nuevos virus. Aun asi, el modelado de novo debe usarse con precaucion y
respaldado por experimentos al caracterizar proteinas virales porque su repertorio
estructural notablemente diverso podria no capturarse durante el entrenamiento de

un método de IA.91

Las proteinas juegan un papel crucial tanto en la construccion de estructuras
biolégicas como en la gestion de procesos bioguimicos en organismos vivos. Las
proteinas son polimeros lineales no ramificados de residuos de aminoacidos. Para
poseer actividad biologica, las proteinas adoptan estructuras tridimensionales Unicas,
pliegues), lo que se conoce como el estado nativo. La estructura plegada esta

determinada por la secuencia de aminoacidos de la proteina estructura primaria y la
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formacion de la conformacién nativa plegada estructura terciaria comienza con un
plegado rapido en una estructura secundaria que es una conformacion espacial local
del esqueleto polipeptidico, estabilizada por enlaces de hidrégeno intramoleculares.
Los elementos mas comunes de la estructura secundaria son hélices a y laminas (3.
La llamada estructura cuaternaria es el resultado del ensamblaje de las proteinas
plegadas o subunidades de proteinas en complejos proteicos de proteina
completamente funcional. ElI conocimiento de la estructura tridimensional de las
proteinas es importante para comprender sus funciones. Un conocimiento detallado
de la estructura tridimensional es crucial para el disefio de farmacos basados en la
estructura de proteinas. Las estructuras de proteinas determinadas
experimentalmente se almacenan en bases de datos, la mas grande de ellas es el

Protein Data Bank (PDB) disponible publicamente

Una de las técnicas de aprendizaje profundo mas populares es la solucion de extremo
a extremo AlphaFold2 basada en redes neuronales de Alphabet-Google DeepMind,
esta técnica es capaz de predecir la distribucién de la distancia y la torsion de las
proteinas, utilizando esquemas de entrenamiento de estructuras PDB determinadas
experimentalmente, secuencias primarias de proteinas y el alineamiento de

secuencias multiples (MSA) de proteinas.®?
8.1. Modelado de proteinas y estructuras virales

Los virus también tienen aplicaciones biomédicas y biotecnolégicas como la
terapia génica, la administracion de farmacos, asi que hoy en dia es fundamental
tener la compresién de cédmo funcionan estos virus para poder usarlos de forma
beneficiosa, recordemos que la estructura del virus se compone de una protectora
compuesta de proteinas, esta estructura es llamada capside, ya sea de ADN o ARN,
estas cipsides son muy estables y resistentes. Estas capsides son construidas por
autoensamblaje. Por ello es importante explicar por qué medios pasa este
autoensamblaje de la céapside viral, ya que permitiria el desarrollo de enfoques
innovadores para poder afectar el proceso de ensamblaje y por ende prevenir

infecciones virales.%3
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8.2. Docking molecular

El propdsito del docking molecular es poder proponer un modelo de unién entre
dos moléculas, este método seria de mucha ayuda para la quimica farmacéutica para
la elaboracion de nuevos farmacos, este método es muy utilizado para poder predecir
la interaccion de dos moléculas, generando asi un modelo de unidn, estas uniones
entre otras puede ser entre una molécula pequefia y una macromolécula, este método
de docking tiene como base la mecanica molecular, dicha mecanica hace uso de un
sistema poliatdmico que utiliza la fisica clasica, los parametros experimentales, como
las cargas, los angulos de torsion y geométricos, se utilizan para reducir la diferencia
entre los datos experimentales y las predicciones de la mecanica molecular, pero
debido a las deficiencias y limitaciones de los parametros experimentales, las
ecuaciones matematicas a menudo se pueden parametrizar sobre la base de calculos

tedricos ab initio y semiempiricos de la mecéanica cuantica.”®

8.3. Prediccién de interacciones proteina-proteina

Muchas actividades virales dependen de las interacciones proteina-proteina,
Estas interacciones son contactos fisicos entre proteinas impulsados por las
propiedades electromagnéticas de sus componentes, se sabe que las interacciones
definen funciones importantes como la transcripcion y replicacién del ADN ademas
de la sefalizacion celular, sin embargo se han hecho métodos in vivo e in vitro para
su deteccidn de estas interacciones, sin embargo estos son bastante caros, por lo que
se ha optado en tomar enfoques computacionales para poder tener estas
predicciones de proteina-proteina. Estos métodos se basan en representaciones
artesanales de las proteinas involucradas en las interacciones, utilizando diferentes
tipos de datos como lo son los datos de secuencia y propiedades fisicoquimicas de

los aminoacidos, entre otros.%*
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CONCLUSIONES

+ La bioinformatica es una herramienta que mediante su software nos ayudaré a la
hora de estudiar a los virus permitiendo una mayor compresion ya la vez desarrollando
estrategias para un mayor control a estos y mejorar el control de enfermedades en la

salud publica.

» Las bases de datos y sus respectivos programas informaticos nos brindaran un
cbdigo y lenguaje informatico con funciones administrativas para una mejor logistica
en recuperar los datos requeridos por igual para garantizar la integridad, seguridad y

respaldo de los datos.

* La filogenética nos va a ayudar a la hora de analizar y comparar secuencias
moleculares, como el ADN o el ARN viral. Al analizar las secuencias genéticas de
diferentes cepas o variantes de un virus, se pueden inferir su relacién evolutiva y

determinar coémo

« Conocer las técnicas tradicionales de identificacion de virus nos ayudara a la hora

de poder caracterizar los datos segun la clasificacion de Baltimore.

» Con ayuda de la metagendmica es posible obtener secuencias del genoma de los
diferentes microorganismos, virus en este caso, que componen una comunidad,

extrayendo y analizando su ADN de forma global.

* Es posible predecir el hospedero de un virus con un andlisis de su secuencia de
ADN o ARN con las secuencias espaciadoras del CRISP que son es una familia de
secuencias de ADN y se derivan de fragmentos de ADN de bacteriéfagos que habian

infectado.
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PERSPECTIVAS

Con el surgimiento de la bioinformatica, este trabajo pretende recopilar, almacenar y
analizar los datos bioldgicos, desde los derivados de la secuenciacion gendmica,
protedmica, metabolomica, entre otros, desarrollando algoritmos o modelos
matematicos para extraer el maximo conocimiento de los datos y aplicarlo

directamente a la resolucion de problemas biolégicos o biomédicos.

Ya que entre los problemas mas relevantes que se han visto beneficiados del
desarrollo de la gendémica y de la bioinformatica estan, entre muchos otros, el estudio
de la identificacion del patdogeno causante de un brote infeccioso o el descubrimiento

de nuevos virus.
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